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研究成果の概要（和文）：フタル酸エステル類はプラスチック製品の可塑剤として添加される物質で、内分泌か
く乱作用が懸念される。しかし、疫学研究で胎児期曝露による児の第二次性徴発来への影響に関する報告はほと
んどなかった。本研究では胎児期DEHP曝露と児の第二次性徴発来への影響に、出生時の性ホルモンが介在するか
を検討した。北海道スタディ札幌コ-ホートに参加する児から、第二次性徴に関して150件（45.6％）の回答を得
た。胎児期のフタル酸エステルDEHP曝露が高いと男児の第二次性徴発来を有意に遅らせることが明らかになっ
た。一方、その影響は出生時の性ホルモンを介在しておらず、メカニズムの背景には性ホルモン以外の要因が示
唆された。

研究成果の概要（英文）：Phthalates are ubiquitous environmental chemicals, which are widely used as 
plasticizes. Humans are exposed to phthalates since fetal life, and their endocrine disrupting 
properties has been concerned. However, prenatal exposure to phahalates and their effects on fetus 
onset of puberty in human are not well known. In this study, onset of puberty were examined among 
children registered to Sapporo cohort, the Hokkaido Study.  Among those approached, 150 (45.6%) 
responded. Total effects of MEHP (primary metabolite of the most widely used phthalate, DEHP) levels
 in maternal blood was significantly positively associated with onset of puberty; natural log 
increase of MEHP (app. 2.67), onset of puberty delayed 7.17（95%CI：2.89-11.5）months among boys. 
Although progesterone and inhibin B were inversely associated with MEHP, none of hormones showed 
indirect effect of MEHP to onset of puberty. Girls did not show any association between MEHP, 
hormones, or onset of puberty.

研究分野：衛生学、公衆衛生学
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１．研究開始当初の背景 
近年、合成化学物質の生産量の増加に伴い、
環境からの曝露による内分泌かく乱作用が
注目されている。フタル酸エステル類は半揮
発 性 の 化 学 物 質 （ semi-volatile organic 
compounds）で、プラスチック製品に可塑性
を持たせるために添加される。フタル酸エス
テル類の生体内での代謝スピードは短いが、
恒常的に曝露されていることが問題となる
（Koch 2004）。フタル酸エステル類のうち、生
産量が 50%を占める di(2-ethylhexyl) phthalate 
（DEHP)は、胎児期曝露による停留精巣・精巣
萎縮・尿道下裂などの雄の生殖器系への有害
事象、ライディッヒ細胞異常凝集やセルトリ
細胞損傷などの組織レベルでの異常がげっ
歯類で報告されている（Howdeshell 2008; 
Parks 2000; Wilson 2004）。しかし疫学研究は、
胎児期曝露による児のテストステロン濃度
と負の相関（Lin 2011）、肛門性器間距離と負
の相関（Swan 2005; Huang 2009）、横断研究で
第二次性徴早期発来（Leomenick 2009, Wolff 
2010）の報告、とわずかである。出生コーホ
ート研究では、メキシコで胎児期の DEHP曝
露が思春期の dehidroepiandrostenedione sulfate
（DHEA-s）血中濃度を男児では増加させ、女
児では減少させた。(Ferguson 2014; Watkins 
2014). デンマークでは、児のベースライン時
（平均 5.9 歳）から６か月毎に児の DEHP 曝
露を測定し、女児で monobutyl phthalate
（MBP）と DEHP 代謝物濃度が高い群で
DHEA-Sと androstenedione（A-dione）を下げ
るが、男児では MBP が高いと、DHEA-S が
低いことが報告されている（Mouritsen 2013）。
これらのことから、WHO は小児や思春期の
子どもで増加傾向にある生殖系への環境化
学物質曝露による影響について、疫学研究の
必要性が課題として挙げている（WHO 2012）。 
研究代表者らは、これまでに出生コーホー
ト研究の参加者 514人を対象に、DEHPの一
次代謝物である mono(2-ethylhexyl) phthalate
（MEHP）の母体血中濃度と、男児の臍帯血中
progesterone, Inhibin Bおよび Insulin like factor 
3 (ILSN3)濃度とに負の相関があることを明
らかにした（Araki 2014）。しかし、児の
testosteroneの直接の前駆体となる副腎ホルモ
ン DHEA および A-dione は未測定であった。
さらにDEHP曝露による胎児のホルモンへの
影響がその後の性成熟にも影響するか、ヒト
での研究はない。 
 
２．研究の目的 
本研究で胎児期のDEHP曝露による児の第
二次性徴発来のタイミングへの影響に加え、
さらにその介在要因として臍帯血中の性ホ
ルモンが影響するか、を明らかにすることを
目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)調査対象者：本研究では、既に開始してい
る出生前向き研究「環境と子どもの健康に関

する北海道スタディ」札幌コーホートの参加
者を対象とした。札幌コーホートでは、
2002-2005 年に札幌市の一産科医院で妊娠
23-35週の妊婦に研究への協力を依頼し、514
名の同意を得た。書面による同意取得ととも
に妊娠時の喫煙や飲酒、他の基本情報を自記
式調査票で入手するとともに血液を採取し
ている。出産時には母児に関する情報を医療
診療録から転記し、また臍帯血を取得してい
る。 
 
(2)胎児期の DEHP曝露評価：保管してあった
妊娠中～後期母体血を用いて、GC/MSにより
名古屋大学で分析した MEHP 濃度を曝露評
価として用いた。 
 
(3)臍帯血中の性ホルモン濃度：保管してあっ
た臍帯血から、ステロイドホルモン 5 物質
Progesterone、Testosterone、Estradiol、DHEA、
A-dione は LC/MSMS を用いて分析した。
SHBG、LH、FSH、Prolactin を化学発光酵素
免疫測定法（CLEIA）、Inhibin Bおよび INSL3
を酵素免疫測定法（EIA）をあすか製薬メデ
ィカル株式会社で測定した。 
 
(4)第二次性徴発来調査 
札幌コーホートに参加する 9-14 歳の児を対
象に第二次性徴調査を実施した。追跡可能な
329 人に、第二次性徴発来の指標として、小
学校入学以降の年 1-2 回の学校健診記録から
身長・体重の転記、および Tanner分類を元に
男児は陰毛の発毛および声変わりの有無、女
児は乳房の発育、陰毛の発毛、および初潮の
有無を調査票にて調査した。本研究では、男
児では得られた身長のデータから身長の急
伸（スパート）が開始した時期あるいは陰毛
および声変わりの時期の早いほう、女児では
乳房、陰毛あるいは初潮のいずれかが開始し
た時期を第二次性徴発来時期と定義した。 
 
(5)統計解析 
母体血中 MEHP および性ホルモンはいずれ
も自然対数変換して正規分布に近づけた。
MEHP濃度を独立変数とし、従属変数を、第
二次性徴発来の有無としてロジスティック
回帰分析、第二次性徴発来年齢（月齢）を連
続数として重回帰分析を行った。次に図１に
示すように、MEHPを独立変数、第二次性徴
発来年齢を従属変数、性ホルモンを介在変数
として MEHP から第二次性徴発来への直接
効果（direct effect）および介在効果（indirect 
effet）を求めた。統計解析はSPSS ver. 24J（IBM
社、米国）を用いて、両側検定 0.05以下を有
意とした。 
 
(6)倫理的配慮：本研究は北海道大学環境健康
科学研究教育センター（課題番号 62）および
医学研究科医の印理委員会の承認を得て実
施した。 
 



図１ 介在変数のモデル図 
 
４．研究成果 
対象者のうち、追跡可能であった 329 名に、
2015年 12月から 2016年 2月までの間に第二
次性徴調査への調査協力依頼説明文と同意
書、第二次性徴調査票および採尿カップを送
付した。未返送者へは手紙及び電話により返
送を依頼した。この結果、2017年 2月 28日
までに調査票 150件（45.6％）、尿検体 127件
（38.6％）を回収した。 
調査票に必要な情報が記載されていた 147
人について母の特徴を表 1に示す。児の出産
時の平均年齢±SDは 31.3±4.3歳、51%が初
産で、妊娠中の喫煙および飲酒はそれぞれ
6.8%、38.8%だった。MEHP の濃度中央値
（25-75%）は 9.86 (5.53-17.5)µg/mLだった。 
 
Table 1. Maternal characteristics 

    N (%) 

Mean±SD 
or 

median 
(25-75%) 

Age at delivery 
(years)  147 31.3±4.3 

Height  147 158.0±5.5 
Weight 
(pre-pregnancy）  147 52.0±7.8 

BMI 
(pre-pregnancy)  147 20.8±2.8 

Parity premapara 75 (51)  

 multipara 72 (49)  
Smoking during 
pregnancy Yes 10 (6.8)  
Alcohol drinking 
during pregnancy Yes 57 

(38.8)  

Annual Income <5 million 
yen/year 

94 
(63.9)  

 
≧5 million 
yen/year 

53 
(36.1)  

Educational Level ≦12 years 43 
(29.3)  

 >13 years 104 
(70.7)  

MEHP (ng/mL)   142 9.86 
(5.53-17.5) 

 
表 2に児の特徴を示す。調査時の対象者の
月齢平均±SDは 144.5±1.4か月（中央値 12
歳、範囲は 10-13 歳）、男児 74 名、女児 73
名であった。対象者のうち第二次性徴が既に
発来していたのは男児 59 人（79.7%）、女児
67 人（91.8%）で、女児の方が有意に多かっ
た。また、既に発来しているとした回答者の
うち、発来の月齢は男児平均 137.7±10.6 か
月、女児 127.2±12.2 か月で、女児の方が平
均値で約 10 か月有意に早かった。日本の先

行研究では、第二次性徴開始は女児 9.7か月、
男児 10.8か月であり、本研究では保護者の回
答と学校健診記録による身長スパートを基
に第二次性徴発来を評価していることから、
生態学的な第二次性徴発来時期よりも遅い
タイミングで評価されたと考えられる。一方、
女児の方が男児よりも第二次性徴発来時期
の開始が早いことは、先行研究と一致してい
た。 
 
 
Table 2 Child Characteristics  
    

N (%) or 
Mean±SD 

Sex Boys 74 (50.3) 

 Girls 73 (49.7) 

Birth weight (g)  3059.9±373.2 

Birth height (cm)  48.0±2.14 

Gestational week   38.99±1.44 

Age at survey (month)  144.5±10.4 

Onset of puberty Yes 126 (85.7) 

Onset of puberty (month)    132.1±12.6 

 
第二次性徴発来の有無と母体血中 MEHP
濃度に関連はなかった。一方、発来済みの児
を対象に MEHP 濃度と発来月齢との関連を
見たところ、男児では濃度が約 2.7 倍（自然
対数）になると、発来時期が 7.00か月（95%CI: 
1.98-12.02）有意に遅くなった（母の年齢、母
の身長、採血時期で調整）。女児では MEHP
との関連は認められなかった。この結果から、
胎児期の DEHP曝露は、男児のみで第二次性
徴発来を遅らせる可能性を示唆した。 
 
Table 3  Associations between MEHP and 
timing of onset of puberty 

  Adjusteda 

  beta 95%CI p-value 

Boys 6.999 1.981 12.017 0.007 

Girls 1.025 -4.521 6.571 0.710 
MEHP levels is In transformed 
Adjusted for maternal age, maternal height, timing of 
blood sampling 
 
次いで、出生時の性ホルモン濃度による第
二次性徴発来への介在について検討した。男
児の結果を表 4に示す。男児では、MEHP濃
度による第二次性徴発来への影響を、出生時
ホルモン濃度を考慮したうえでの Direct 
effect（c’-path）は、estradiol、DHEA、A-dione、
SHBG 、 prolactin 、 Inhibin B 、
estradiol/testosterone ratio、A-dione/DHEA ratio、
Testosterone/A-dione ratioにおいて、MEHP濃
度が高いと第二次性徴発来時期を A-dione で
6.53(95%CI: 0.09-13.0)か月から Inhibin B で
10.13(95%CI0.94-19.33)か月遅らせた。MEHP
濃度による性ホルモンへの影響としては、



MEHP濃度が増えるとプロラクチン濃度およ
び Inhibin B 濃度が有意に減少した。Direct 
effect と介在要因を考慮した Total effect 
（c-path）は、MEHP濃度が自然対数（約 2.72
倍）増加した時、7.17（95%CI：2.89-11.5）か
月発来時期を遅らせた。しかし、出生時いず
れの性ホルモン濃度も第二次性徴発来には
影響せず、また、MEHPから性ホルモンを介
した indirect effectにおいても有意な関連は認
められなかった。 
 
Table 4 Mediation of each hormone to MEHP and 
onset of puberty-Boys 

 Coeff LLCI ULCI p-value 

Progesterone    
a-path -0.98 -1.80 -0.16 0.022 

b-path -0.40 -5.17 4.37 0.863 

indirect .393 -4.07 5.95  
direct 
(c’-path)  6.79 -0.72 14.29 0.074 

total effect 
(c-path) 7.18 2.89 11.47 0.002 

Estradiol     
a-path 0.26 -0.53 1.05 0.500 

b-path -4.41 -15.08 6.27 0.400 

indirect -1.15 -12.36 1.35  

direct 8.33 0.01 16.66 0.050 

total effect 7.18 2.89 11.47 0.002 

Testosterone    
a-path -0.20 -0.81 0.40 0.493 

b-path -5.12 -19.67 9.43 0.472 

indirect 1.05 -1.63 7.92  

direct 6.13 -0.33 12.60 0.062 

total effect 7.18 2.89 11.47 0.002 

DHEA     
a-path 0.65 -0.45 1.75 0.235 

b-path -0.78 -4.59 3.02 0.673 

indirect -0.51 -6.00 1.39  

direct 7.69 1.94 13.44 0.011 

total effect 7.18 2.89 11.47 0.002 

Androstenedione    
a-path -0.20 -0.93 0.53 0.577 

b-path -3.21 -10.02 3.60 0.338 

indirect 0.64 -0.89 9.66  

direct 6.54 0.09 12.99 0.047 

total effect 7.18 2.89 11.47 0.002 

LH     
a-path -0.30 -1.24 0.64 0.474 

b-path -0.54 -20.75 19.67 0.950 

indirect 0.16 -5.77 9.22  

direct 3.77 -12.42 19.95 0.590 

total effect 7.18 2.89 11.47 0.002 

FSH     

a-path 0.25 -0.22 0.73 0.261 

b-path -0.75 -20.37 18.88 0.933 

indirect -0.189 -9.89 5.98  

direct 7.02 -3.83 17.87 0.177 

total effect 7.18 2.89 11.47 0.002 

SHBG     
a-path 0.08 -0.29 0.45 0.655 

b-path -2.44 -19.49 14.62 0.769 

indirect -0.20 -4.25 1.90  

direct 7.38 2.59 12.16 0.004 

total effect 7.18 2.89 11.47 0.002 

PRL     
a-path -0.21 -0.66 0.23 0.331 

b-path 1.27 -7.99 10.52 0.779 

indirect -0.27 -6.67 1.40  

direct 7.45 2.75 12.16 0.004 

total effect 7.18 2.89 11.47 0.002 

Inhibin B 

a-path -0.52 -0.96 -0.08 0.022 

b-path 5.69 -9.00 20.37 0.430 

indirect -0.15 -0.50 0.14  

direct 10.13 0.94 19.33 0.032 

total effect 7.18 2.89 11.47 0.002 

INSL3     

a-path -0.30 -0.75 0.15 0.185 

b-path -3.15 -15.58 9.29 0.604 

indirect 0.94 -1.74 7.80  

direct 6.24 -0.53 13.01 0.069 

total effect 7.18 2.89 11.47 0.002 

Estradiol/Testosterone ratio 

a-path 0.47 -0.37 1.31 0.262 

b-path -0.14 -4.43 4.15 0.946 

indirect -0.07 -3.14 2.14  

direct 7.25 2.00 12.49 0.009 

total effect 7.18 2.89 11.47 0.002 

A-dione/DHEA ratio 

a-path -0.85 -1.79 0.10 0.076 

b-path -0.45 -4.78 3.89 0.832 

indirect 0.038 -3.22 4.15  

direct 6.80 0.68 12.92 0.031 

total effect 7.18 2.89 11.47 0.002 

Testosterone/Androstenedione ratio 

a-path -0.01 -0.60 0.59 0.986 

b-path -3.59 -14.77 7.58 0.511 

indirect 0.02 -4.50 3.99  

direct 7.16 2.00 12.32 0.009 

total effect 7.18 2.89 11.47 0.002 
MEHP and hormone levels were loge transformed. 
Adjusted for blood sampling week for MEHP 
Indirect effects were calculated by bootstrapped 
method. 



 
女児においては MEHP 濃度と第二次性徴
発来時期へとの関連は認められず、また
MEHPによる性ホルモン濃度への影響および
性ホルモンによる介在も認められなかった
（表なし）。 
 本研究は、胎児期の DEHP曝露による第二
次性徴発来の影響について、出生時の性ホル
モンへの影響も考慮した初めての研究であ
る。この結果、胎児期のフタル酸エステル
DEHP 曝露が高いと男児の性ホルモン濃度を
低下させ、また第二次性徴発来時期を有意に
遅らせることが示唆された。しかし、その影
響は出生時の性ホルモンを介在しておらず、
その他のメカニズムが背景にあると考えら
れた。女児では同様の影響は認められなかっ
た。本研究の第一の限界として、MEHP曝露
と性ホルモン、第二次性徴発来のデータが揃
う解析対象数は男児で 25人、女児では 31人
と少なく、統計学的パワーが十分でなかった
可能性がある。今後、より大きなサンプルサ
イズでの研究を実施することで、より明確な
関連性が得られる可能性がある。加えて、生
後の曝露については、本研究において 9-12
歳児の尿を収集し、保管している。今後尿中
のフタル酸エステル類代謝物を測定し、第二
次性徴発来への生後の曝露による影響につ
いても、引き続き検討していく予定である。 
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