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研究成果の概要（和文）：本研究は、胎児期の環境化学物質曝露が注意欠陥/多動性障害（ADHD）発症に至る機
序の1つとして、DNAメチル化変化に注目し、臍帯血 DNAの45万ヶ所メチル化部位（CpG部位）の網羅的解析を行
った。有機フッ素化合物、フタル酸エステル類、ビスフェノールAの胎児期曝露について、多重比較補正後も統
計学的に有意に関連するメチル変化部位を特定した。
６歳のADHD-RS調査票で見いだされたADHD疑い群（n=245）とコントロール群（n=317）の臍帯血DNAを用いて、網
羅的解析で明らかとなった曝露に起因するCpG部位を次世代シークエンサーにより解析し、メチル変化とADHDと
の関連を検討している。

研究成果の概要（英文）：We targeted DNA methylation as a mediator between prenatal exposure to 
environmental chemicals and attention-deficit/hyperactivity disorder (ADHD). We assessed methylation
 levels at 450K cytosine-guanine dinucleotide sites (CpGs) in cord blood DNA using an Illumina 
HumanMethylation 450 BeadChip, and examined association between methylation and prenatal exposure to
 perfluoroalkyl substances, phthalates, and bisphenol A. The epigenome-wide analyses (EWAS) showed 
significant differences in methylation associated with prenatal exposure. 
To investigate prospective association between DNA methylation at birth and ADHD-related behavior at
 6 years, we extracted DNA from cord blood of ADHD groups (n=245) identified with ADHD rating scale 
(ADHD-RS) and control groups （n=317）. Using a next-generation sequencer, we have quantified 
methylation levels at CpGs that showed significant association with prenatal exposure in the EWAS.

研究分野： 公衆衛生学
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１．研究開始当初の背景 
注意欠陥/多動性障害（ADHD）は、小児

では最も有症率の高い神経発達障害である。
世界的な有症率は 7.2%と報告され(Thomasら, 
2015)、その増加傾向が懸念されている。わ
が国では小規模な疫学調査で有症率 10.5%と
されたが(Sugawara ら, 1999)、これに続く疫
学研究として、申請者グループでは、北海道
全域の 20,929 母児ペアを対象とした大規模
出生コホートを立ち上げ、その中で ADHD 関
連症状を標準化された調査票（SDQ および
ADHD-RS 日本語版）で検討し、その有症率は
5%であった。 

ADHD の診断は行動観察評価と問診に基
づいて行われるため、診断者による差が生じ
やすい。また、症状は多様で病態定義は確立
されていない。現在までに、認知機能検査、
脳波検査、ニューロイメージング検査等が病
態把握や薬効評価に役立っているが、早期発
見への応用は難しく、発症機序に基づいたマ
ーカー分子の研究が客観的病態評価、診断確
定、および、早期発見のため喫緊に必要とさ
れている。 

ADHD の約 70%は遺伝によるといわれ
(Faranone ら, 2005)、数多くの ADHD リスク
遺伝子が報告された(Hawiら, 2015)。しかし、
発症メカニズムはそれら遺伝的素因のみで
説明することはできず、多くの環境要因が関
与していることが明らかとなった(Banerjee
ら, 2011)。一方、環境要因に起因する後天
的遺伝子制御機構・エピジェネティクスの関
与も示唆され (Abdolmaleky ら, 2014)、エピ
ジェネティクスの１つである DNAメチル化変
化が成長後の ADHD 症状に関連することが報
告されている(van Mil ら, 2014)。しかし、
メチル化変化を引き起こす環境要因につい
ては解明できておらず、また、DNA メチル化
変化が実際にどのような生体機能の変化を
もたらし ADHD の症状に影響を与えるのかを
明らかにした研究はない。 
 
２．研究の目的 

本研究は、胎児期の環境化学物質曝露が
ADHD発症に至る機序の 1つとして、DNA メチ
ル化変化に注目し、既に立ち上げた前向き出
生コホート研究で、曝露に誘引されたメチル
化変化と ADHD発症との関連を明らかにする。
本研究で明らかにされる臍帯血中の DNAメチ
ル化マークは ADHD 発症機序に基づいた胎児
期のバイオマーカーとして、早期発見・客観
的病態評価に貢献することが期待される。 
 
３．研究の方法 
(1)北海道スタディ札幌コホート参加者 292
名 の 臍 帯 血 DNA に つ い て 、 Infinium 
HumanMethylation450 BeadChip(450K, イル
ミナ社）により網羅的メチル化解析を行い、
45 万メチル化部位（CpG部位）のメチル化デ
ータを取得した。得られたメチル化値を標準
化後, バッチ間の補正を行った。臍帯血中の

細 胞 組 成 を メ チ ル 化 値 か ら 推 定 し た
(Bakulski ら, 2016)。有機フッ素化合物
（PFOS, PFOA; n=190）、フタル酸エステル類
（MEHP; n=203）、および、ビスフェノール A
（BPA; n=287）、それぞれの曝露濃度と補正
後のメチル化値との関連を Robust linear 
regression (Fox and Weisberg 2011)，経験
ベイズ法(Smyth 2004)を用いて解析した。BPA
との関連では母の年齢、教育歴、妊娠前 BMI、
妊娠中喫煙、児の性別、在胎週数、臍帯血細
胞組成推定値で調整した。MEHPとの関連では
母体血採血時期、有機フッ素化合物との関連
では、出産歴と母体血採血時期を上記因子に
加え調整した。有機フッ素化合物とメチル化
との関連につては、台湾の出生コホート
（TMICS, n=37）の 450Kデータを用いて結果
の検証を行った。 
(2)メチル変化と ADHDとの関連を検討するた
め、大規模コホートの 6歳 ADHD-RS調査票で
見いだされた ADHD 疑い群（n=245）とコント
ロール群（n=317）の臍帯血 DNA について、
網羅的メチル化解析で特定したメチル化変
化 部 位 （ differentially methylated 
position, DMP）のメチル化率を Ion PGM 次
世代シークエンサー（サーモフィッシャー
社）を用いたバイサルファイトシークエンス
法により測定した。 
 
４．研究成果 
(1)環境化学物質曝露の DNA メチル化網羅的
解析  

図１に log10変換後の PFOS(A), PFOA(B)
曝露の網羅的解析結果を示す（Miura ら，
2018）。４つの DMPs（cg0204432, CXADRP3; 
cg25705526, SNAPIN; cg11260715, 
AC002480.3; cg04461802, GPR126）が多重比
較 補 正 後 も 統 計 学 的 に 有 意 だ っ た
（False-discovery rate (FDR) < 0.05）。 
最も有意な P値を示した上位 20の DMPsのう
ち 、 ZBTB7A (cg16242615), USP2-AS1 
(cg21876869), TCP11L2 (cg00173435), NTN1 
(cg18901140）に位置する 4つの DMPsが TMICS
の解析でも同じメチル化変化の方向を示し、
P 値は 0.05以下であった。 

また、近隣の CpGs の連続した変化領域
（differentially methylated region, DMR）
を Bumphunting 法(Jaffe ら，2012)により解
析し、ZFP57, CYP2E1, SMAD3, SLC17A9, GFPT2, 
DUSP22, TCERG1L遺伝子上の DMRsが TMICSの
解析でもメチル化変化の方向が同じである
ことを見出した。ZFP57 (ZFP57 Zinc Finger 
Protein)はゲノム刷り込み制御領域におけ
るエピゲノム修飾維持に重要なタンパク質
である (Riso ら， 2016)。また、出生時の
SMAD3 (SMAD Family Member 3) のメチル化
変化は成長後の喘息(DeVries ら，2016)、
GFPT2  (Glutamine-Fructose-6-Phosphate 
Transaminase 2) のメチル化変化は肥満
(Kresovich ら， 2017) との関連が報告され
ている。CYP2E1 (Cytochrome P450 Family 2 



Subfamily E Member 1) 、  DUSP2 (Dual 
Specificity Phosphatase 2) 、 お よ び 、
TCERG1L (transcription elongation 
regulator 1-like)のメチル化はリュウマチ 
(Mokら， 2017)や大腸がん(Baeら，2014) と
の関連が報告されている。 

BPAおよび MEHP曝露についても曝露濃度
と有意に関連する DMPs を特定した（投稿準
備中）。これらの結果より、一般環境レベル
の化学物質胎児期曝露によって児のエピゲ
ノムに変化が生じ、成長後の健康に影響を与
える可能性が示唆された。 

 

図１. PFOS曝露(A), PFOA曝露(B)と 45万 CpG
メチル化との関連（マンハッタンプロット） 
横線：FDRでの有意水準（Miuraら，2018） 
 
(2)メチル化変化と ADHD との関連 

環境化学物質曝露によるメチル化変化
と ADHD との関連を調べるため、先ず、神経
行動発達への影響についての報告が多い BPA
曝露（Tran and Miyake, 2017）について検
討することとし、網羅解析で特定した DMPs
（P<0.01）の中から、神経系に分類される 8
遺伝子、11CpG 部位を選択した（表 1）。ADHD
疑い群とコントロール群の臍帯血 DNAを抽出
後、メチル化率を次世代シークエンサーによ
り測定した。しかし、得られたメチル化率と
ADHD 疑いとなるオッズとの有意な関連は認
められなかった。この理由として、今回の次
世代シーケンサーを用いたメチル化解析に
おいて、一定の信頼度を保っているかの指標
となるカバレッジ数（各 CpG 部位配列を重ね
て読んだ回数）が十分に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
しまい外れ値が多くなってしまったことが
原因の 1 つと考えられ、現在、再解析を行っ
ている。また、選択した CpG 部位が妥当でな
かったことも考えられ、今後、解析する CpG

部位の再検討が必要と考えている。 
 

表１. BPA 曝露によるメチル化変化の神経
発達との関連解析部位 
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