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研究成果の概要（和文）：胎児期や乳幼児期の様々な環境要因が将来の健康や病気の発症リスクに影響するとい
うDOHaD（Developmental Origins of Health and Disease）の概念が定着している。本研究は、タバコ煙曝露に
より影響を受けるDNA修飾変化をDNAのメチル化とヒドロキシメチル化の両面から解析し、子どもの発達への関与
を明らかにすることを目的とした。
その結果、出生コホートにおいて、妊娠中の喫煙曝露と臍帯血DNAのメチル修飾解析から、4つの遺伝子について
メチル化に有意な変化が確認できたが、ヒドロキシメチル化との関連は見られなかった。

研究成果の概要（英文）：The concept of Developmental Origins of Health and Disease (DOHaD) has been 
established that various environmental factors in the fetal period and infancy affect future health 
and the risk of developing diseases. TThe purpose of this study was to analyze DNA methylation and 
hydroxymethylation changes affected  by cigarette smoke exposure and to clarify their involvement in
 the development of children. As a result, there were significant changes in cord blood DNA with 
maternal smoking exposure during pregnancy and DNA methylation of the five genes, but no association
 with DNA hydroxymethylation.

研究分野：エピジェネティクス

キーワード： エピジェネティクス　出生コホート　DNAメチル化　ADHD　DOHaD

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
胎児期や乳幼児期の劣悪な環境（低栄養、ストレス、喫煙曝露など）は成長後のさまざまな疾患（糖尿病、アレ
ルギー、神経発達障害など）のリスクを増加させる。本研究では、妊婦中の母親の喫煙はDNAメチル化を変化さ
せ、子供の神経発達障害リスクの増加と関与することがわかった。したがって妊娠初期からの環境は子どもの将
来の疾患リスクに影響することを科学的エビデンスに基づいて証明できたことは学術的、社会的意義は大きい。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
近年、”胎児期や生後初期の環境要因が将来の健康や病気の発症リスクに影響をもたらす”と
する DOHaD（Developmental Origins of Health and Disease）概念が提唱され、その分子メ
カニズムとして DNA の修飾の１つであるメチル化に基づく遺伝子発現制御システムの関与が
指摘されている。ここ数年、国内外で出生コホートによる胎児期の環境特に、化学物質（タバコ
煙、ビスフェノール A、有機フッ素化合物など）曝露により変化する DNAメチル化領域の報告
がなされている（Sci Rep 2018, Environ Int 2018, Sci Rep 2019）。DNAメチル化を解析する
手法としてバイサルファイト変換した DNA を用いたマイクロアレイやシークエンシングによ
る網羅的解析が主に行われている。 
一方で、DNAの化学修飾にはヒドロキシメチル化も知られている。近年、胎児期の水銀や多
環芳香族炭化水素（PAHs）曝露によりゲノム DNA全体のヒドロキシメチル化が減少すること
が報告（EHP 2017, Epigenetics 2019）されていることから、疫学研究においてもヒドロキシメ
チル化を考慮して検討する必要がある。しかしながらこれまでのバイサルファイト法ではメチ
ル化とヒドロキシメチル化を区別することができず、どちらもメチル化と判定されることから
真の DNA化学修飾状態を反映していない可能性が考えられる。一般的に DNAのメチル化は遺
伝子発現を抑制、ヒドロキシメチル化は遺伝子発現を促進する役割、と異なる遺伝子発現制御に
関わることから、これらを区別して検討する必要がある。 
 
２．研究の目的 
本研究は出生コホートを用いて、胎児期の喫煙曝露による DNAメチル化およびヒドロキシメ
チル化変化を明らかにし、子供の神経発達障害リスクとの関連を明らかにすること、さらに
DOHaDモデル細胞としてヒト iPS細胞を用いて、タバコ煙曝露による DNAメチル化およびヒ
ドロキシメチル化への影響を明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 対象：北海道スタディ大規模コホートにおいて曝露とアウトカムのデータおよび DNA が揃
う 1300 名を解析対象とした。妊娠後期での母体の血清コチニン濃度（Sasaki et al., 2011）に
より、非喫煙群、受動喫煙群、能動喫煙群へ群別化した。また 6 歳の ADHD-RS スコア（男児 ≥ 
14.9、女児 ≥ 9.4）により ADHD 疑い群、健常者群とした。 
 
(2) DNA 修飾解析：網羅的 DNA メチル化解析による先行研究から喫煙曝露により DNA メチル化変
化の大きい 5つの遺伝子領域（AHRR, CYP1A1, MYO1G, ESR1, GFI1）を解析対象とした。メチル
化はゲノム DNA をバイサルファイト処理したテンプレートを、ヒドロキシメチル化はゲノム DNA
を TAB (Tet-Assisted Bisulfite)法で処理したテンプレートを用い、それぞれ標的領域を PCR
増幅した。ライブラリーを調整後、Ion PGM HiQ view kitを用いてテンプレート調整(Ion Chef)、
シークエンス(Ion PGM)を行った。グローバルなメチル化・ヒドロキシメチル化割合は ELISA kit
を用いて定量した。 
 
(3) ヒトiPS細胞におけるサンプル調整：ヒトPSCsは、タカラバイオ社より購入した Cellartis® 
human iPS cell line 12 (ChiPSC12) を使用した。タバコ煙抽出液(CSC)は 3R4F 研究用タバコ
抽出液(40mg/mL) を用い、さまざまな濃度と処理時間で回収した細胞から DNA を抽出した。 
 
(4) 統計解析：喫煙曝露とメチル化率との関連は線形回帰分析、喫煙曝露と ADHD リスクにおけ
るメチル化の関連は Mediation 解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 胎児期喫煙曝露と DNA 修飾変化の関連： 
コチニン曝露３群において各 CpG のメチル化率に差があるかについて一元配置分散分析を行
った。AHRR は 5CpGs, CYP1A1 は 6CpGs, MYO1G は 20CpGs, GFI1 は 21CpGs で有意差(P < 0.05）
を認めたが、ESR1 は全ての CpGs で有意差が認められなかった(Fig. 1)。ヒドロキシメチル化に
ついては全ての領域でその割合が低く、比較解析ができなかった。本研究で解析した５つの遺伝
子はこれまでの網羅的メチル化解析から喫煙曝露とメチル化変化が報告されており、次世代シ
―クエンサーを用いたメチル化解析においても領域（CpG クラスター）として同様のメチル化変
化することが確認された。一方でこれらの領域のヒドロキシメチル化率はほとんどなされてい
ないもしくは検出限界以下であることから、喫煙曝露による DNA 修飾への影響は DNA メチル化
変化が主であると考えられる。 
さらに出産年齢、出産歴、世帯収入、飲酒、子の性別、NGS 実験年を調整変数として胎児期喫
煙と各 CpG サイトのメチル化の関連について重回帰分析を行った。その結果、能動喫煙と AHRR



およびGFI1の全てのCpGsで
有意なメチル化低下が認め
られた。一方で MYO1G の全て
の CpGs および CYP1A1 は
17CpGs 中前半の 5CpGs で有
意なメチル化増加が認めら
れた。ESR1 は全ての CpGs で
有意な関連は認められなか
った（Fig. 2）。 
 
(2) 胎児期喫煙曝露と ADHD
の関連とメチル化変化の介
在： 
まず胎児期の喫煙状況を
曝露、６歳児の ADHD 疑いを
アウトカムとして、出産年
齢、出産歴、世帯収入、飲酒、
子の性別、NGS 実験年を調整
変数としてロジスティック
回帰分析を行った。その結
果、能動喫煙(crude OR = 
2.04; 95% CI [1.25, 3.34], 
Adjusted OR = 1.89; 95% CI 
[1.14, 3.15],）で有意な関
連が認められた。一方で受動
喫煙は有意な関連が認めら
れなかった (crude OR = 
1.33; 95% CI [0.95, 1.87], 
Adjusted OR = 1.17; 95% CI 
[0.82, 1.66]）。 
 
次に DNA メチル化の変化
が妊娠中の母親の能動喫煙
と子供の ADHD リスク増加と
の関連を媒介するかどうか
日いて解析した。その結果、
GFI1領域の DNAメチル化が、
妊娠中の母親の喫煙と子供
の ADHD リスク増加との関連
における総効果の 48.4％を
媒介することが示された
（Fig. 3）。 他の遺伝子領域
の DNA メチル化は、統計的に
有意な媒介効果は見られな
かった。我々の結果は妊娠中
の母親の喫煙が GFI1 で低メ
チル化を引き起こし、小児期
の ADHD リスク増加に寄与す
る可能性があることを示唆
しています。GFI1 は、造血や
発癌などの多様な発生状況
において重要な役割を果た
す転写抑制因子である。 
GFI1 は、Tヘルパー1型（Th1）
型免疫応答の調節、および T
ヘルパー2型（Th2）細胞の発
達の促進に関与しています
(Immunology, 2016)。 ADHD は、耳の感染症やアトピー性疾患など、Th1 および Th2 を介した障
害の両方と高い併存疾患であり(Eur Child Adolesc Psychiatry, 2014)、ADHD がアトピー性疾
患に関連しておりアトピー性疾患に苦しむ患者は ADHD を発症する可能性が 30〜50％高いとい
う報告がある(Ann Epidemiol, 2013)。しかしながら、GFI1 のエピジェネティクス異常が ADHD
の病態分子メカニズムにどのように関与しているかはよくわかっていない。 
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Figure. 2 The association between maternal cotinine levels and DNA methylation in 
comparison with that in non-smokers. (a) AHRR, (b) ESR1, (c) CYP1A1, (d) GFI1, and (e) 
MYO1G. The squares indicate the average methylation of all analyzed CpG sites (regions).
The triangle indicates the CpG cluster. The circles indicate the methylation of individual 
CpG sites. Standardized partial regression coefficient (β) was adjusted for maternal age, 
family income, maternal alcohol consumption during pregnancy, parity, child sex, and pre-
pregnancy BMI. The error bars display the 95% confidence intervals. *p < 0.05
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Figure 1. Comparison of methylated CpG sites among non-smokers, passive smokers, and active 
smokers. (a) AHRR, (b) ESR1, (c) CYP1A1, (d) GFI1, and (e) MYO1G. Methylation levels (%) at each CpG 
are indicated for each smoking category. The error bars display the 95% confidence intervals. *P < 0.05



(3) ヒト iPS 細胞におけるタバコ煙抽出液(CSC)曝露
による DNA 修飾解析： 
出生コホート研究において臍帯血 DNA は貴重な検
体であることから、解析に使用できる量が限られるこ
とから、我々は発生段階を模倣した（DOHaD モデル）
実験系であるヒト iPS 細胞を用いて、グローバルな
DNA メチル化(5-mC)およびヒドロキシメチル化(5-
hmC)を解析した。5μg/mL 以上の CSC 曝露でコントロ
ールと比較して有意に 5-mC が増加することがわかっ
た（Fig. 4a）。一方で 10 μg/mL 以上の CSC 曝露でコ
ントロールと比較して有意に 5-hmC が減少すること
がわかった（Fig. 4b）。これらの結果から、CSC 曝露
において DNA メチル化とヒドロキシメチル化は逆相
関していることがわかった。また遺伝子発現に影響を
しない CSC 曝露濃度でもエピジェネティックスには
影響を及ぼすことが示唆された。 
 
ヒト iPS 細胞において CSC 曝露によりグローバルなヒドロキシメチル化が減少していた。メ
チル化が 20〜40%の割合に対し、ヒドロキシメチル化は 4〜8%程度とかなり低い割合であった。
今回同定はできなかったが、喫煙曝露に対してヒドロキシメチル化が変化しやすい遺伝子領域
が存在する可能性も考えられるため、今後網羅的なヒドロキシメチル化解析により標的遺伝子
の有無を明らかにする必要がある。 
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Figure 3 Mediation of the association 
between active smoking during pregnancy 
and ADHD symptoms via DNA methylation 
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calculated as the indirect effect derived by the 
total (indirect + direct) effect × 100%.
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