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DNAメチル化，環境汚染物質，子宮内曝露

は じ め に

近年，小児の心身の健康状態の悪化を示すデータが

報告されている。文部科学省の学校保健統計調査によ

ると，1967年度の幼稚園，小学校，中学校，高校の児

童・生徒における喘息罹患率はそれぞれ0.29，0.25，

0.08，0.03％であったが，その後経時的に増加し，

2011年度には2.79，4.34，2.83，1.94％といずれの

年齢層でも増加した。また，厚生労働省の調査による

と，1996年の５-９歳児と10-14歳児における精神およ

び行動の障害による受療率は，人口10万人当たりそれ

ぞれ23人と30人だったのが，2008年には66人と72人と

増加した。このような小児の健康状態の急激な悪化は，

遺伝的な要因だけではなく，環境汚染物質の曝露など

環境要因が強く影響していると考えられる。

環境汚染物質による健康への影響には様々な要因が

あるが，近年の分子遺伝学的な手法の発達・普及によ

り，エピジェネティクスな影響についての知見が集積

されつつある。生体へのエピジェネティクスな影響の

１つとして，DNAメチル化の変化が挙げられる。

DNAメチル化は，Ｓ-アデノシルメチオニンをメチ

ル基供給源として，DNAメチル化酵素によりCpG

配列のシトシンをメチル化する反応である（図１）。

DNA脱メチル化に関しては不明な点が多いが，

DNAメチル化酵素をブロックすることで脱メチル化

を行う（受動的脱メチル化），またはメチル化シトシ

ン塩基の除去（能動的脱メチル化）などのモデルが提

唱されている。DNAメチル化は遺伝子の発現調節や

Ｘ染色体の不活化など，遺伝子の発現調節を通して生

命活動に重要な役割を担っている 。また，DNAメ

チル化に関与する酵素の異常が，ICF症候群 やRett

症候群 などの疾患の発症や，2q23.1欠失症候群 な

どの病態にも関与していることが知られている。

DNAのメチル化パターンは，環境因子によっても

変化することが明らかとなっている。例えば，一卵性

双生児におけるDNAメチル化パターンが異なってい

たり ，加齢による影響も報告されている 。一般環

境における，環境汚染物質によるヒトのDNAメチル

化変化の報告は，Bollatiら が benzen曝露を受ける

成人を対象として初めて報告した。現在までにヒト成

人に関して，環境中の粒子状物質（PM）や多環芳香

族化合物（PAH），残留性有機化合物（POPs）曝露

によるDNAメチル化変化が報告されている 。本

稿では，DNAメチル化の解析方法について概説し，

次に環境汚染物質等の胎生期および新生児・乳幼児期

曝露によるDNAメチル化変化に関する報告を取りま

とめ，最後にDNAメチル化異常によって引き起こさ

れうる，小児の健康への影響ついて考察する。
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DNAメチル化解析方法

DNAのメチル化解析には，特定ゲノム領域のメチ

ル化を解析するための方法と，網羅的なDNAメチル

化を解析する方法がある。解析方法の詳細に関する説

明は他稿 に委ね，ここでは代表的な手法について概

説する。

特定ゲノム領域の DNAメチル化解析

１ バイサルファイトシークエンス法

試料を一定時間バイサルファイト処理することで，

DNA中の非メチル化シトシンはウラシルに変換され，

その後のPCRでチミンに変換される。一方メチル化

シトシン（mC）は変換されない。このことから，バ

イサルファイト処理を行うことでメチル化シトシンと

非メチル化シトシンを区別することが出来る（図２）。

バイサルファイトシークエンス法はバイサルファイト

処理ののちに，特定領域をPCRで増幅し，クローニ

ング後にここのクローンをシークエンスする。複数の

クローンのシークエンス結果からメチル化シトシンの

出現頻度を解析する。

２ パイロシークエンス法

パイロシークエンス法は，DNAポリメラーゼによ

る塩基伸長反応によってDNAにヌクレオチドが取り

込まれる時に放出するピロリン酸を，ATPに変化さ

せて発色反応に用いることで，ヌクレオチドがどれく

らいDNAに取り込まれたかを定量する原理に基づき，

塩基配列決定を定量的に行う手法である。例えば，対

象配列内にモザイク変異がある場合，それぞれの変異

アレルの頻度は発光強度から解析することが出来る。

メチル化解析の場合，バイサルファイト処理とPCR

によりメチル化シトシンと非メチル化シトシンをＣ/

Ｔの塩基の差異に変換して，このＣ/Ｔの比率を定量

的に解析する。得られたＣ/Ｔの比からDNAメチル

化比率を定量的に解析する 。パイロシークエンス法

は，バイサルファイトシークエンス法と比 してクロー

ニングを行う必要がないことから，短時間で定量的に
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図１ シトシンのメチル化

図２ バイサルファイト法

矢印はメチル化シトシン，矢頭は非メチル化シトシン
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メチル化頻度を解析することが出来るが，解析できる

DNA塩基配列長は後者よりも一般に短い。

３ COBRA（Combined Bisulfite Restriction Anal-

ysis）法

バイサルファイト処理後にPCR増幅を行い，メチ

ル化DNAと非メチル化DNAで配列が異なる箇所を

認識する制限酵素で処理することで解析を行う 。特

別な装置も必要なく，簡便にメチル化状態を解析する

ことが出来るが，制限酵素サイトのCpG配列だけが

解析対象となり，定量性は乏しい。

また，特定ゲノム領域の解析からゲノム全体のメチ

ル化頻度（ゲノムグローバルなメチル化頻度）を推測

する方法として，LINE-1配列もしくはAluI 配列の

メチル化頻度を解析する方法が現在よく用いられてい

る。LINE-1ならびにAlu1はどちらもゲノム全体に

広く分布するリピート配列であり，それぞれゲノム全

体に対する比率は17.3％と10.7％であるため ，こ

れらの解析でゲノム全体のメチル化状態を推測できる。

手法としてはバイサルファイトシークエンスもしくは

パイロシークエンスが用いられている。また，通常こ

れらのリピート配列は高度にメチル化されている。

遺伝子網羅的なメチル化解析

DNAマイクロアレイや次世代シークエンサーを用

いて，全遺伝子について網羅的にメチル化解析を行う

手法が開発されている 。試料の前処理として，メチ

ル化DNA結合タンパク質を用いてゲノムDNAがメ

チル化されている領域を濃縮するMethylated CpG
 

Island Recovery Assay（MIRA） や，抗メチル化シ

トシン抗体を用いてメチル化領域を濃縮するMeth-

ylated DNA Immunoprecipitation（MeDIP） が報

告されている。これらの前処理法によって濃縮した

DNAを，マイクロアレイもしくは，次世代シークエ

ンサーを用いてメチル化解析する。次世代シークエン

サーはアレイ解析に比べ１解析当たりのコストが高い

が，DNA断片に個体を識別するバーコードタグを付

加することで複数検体を同時に解析することが可能と

なり ，この技術を用いることで検体当たりの解析コ

ストを抑えることが出来る。

胎児・新生児期における環境汚染物質の曝露に

よる DNAメチル化の影響

種々の環境汚染物質がDNAメチル化に変化をもた

らしていることが報告されている。また一般に，哺乳

類の健康への影響は，胎児期や幼少期でより大きいと

考えられる。以下に，最近の知見を列挙する。

Wuら は，着床前のマウス胚（1-cell stageから

blastocyst  stage）に10nM ２，３，７，８-tetra-

chlorodibenzo-p-dioxin（２，３，７，８-TCDD）

を培養系で曝露させた後に，仮親に移植することで，

発生初期における２，３，７，８-TCDDの影響につ

いて明らかにした。２，３，７，８-TCDD曝露を受

けた群は，成長に関連するインプリンティング遺伝子

H19 と Igf2の発現が低下し，胎生14日の体重が有意

に低かった。さらに，H19 /Igf2のインプリンティン

グコントロール領域におけるDNAメチル化を調査し

たところ，曝露群において高メチル化状態であった。

すなわち，TCDDの胎生期曝露によって，遺伝子特

異的にDNAの高メチル化状態が起こり，成長に関連

する遺伝子の発現が抑制されて，胎仔が低体重となる

ことが示された。

胎生期の環境汚染物質曝露によるDNAメチル化の

変化は，幼小児期にとどまらず成熟後まで維持され，

成人期の健康へも影響する可能性があることが，実験

動物を用いた研究で報告されている。大迫 は，胎生

期にTCDD曝露されたマウスの肝臓における薬物代

謝酵素CYP1A1遺伝子のプロモーター領域が，120日

齢の成熟期まで低メチル化状態が維持されていること

を示した。さらにヒストンＨ3とＨ4のアセチル化，

H3K4メチル化も増加し，成熟期まで持続しているこ

とを明らかにした。これらのことから環境汚染物質の

胎児期曝露が，器官発達過程においてDNAメチル化

変化を含むエピゲノムの変化をもたらし，これが原因

となって病態発症に影響をもたらすことを示唆された。

なお，TCDDおよびポリ塩化ビフェニル（PCBs）の

胎児期曝露による，成熟後の化学発がん感受性，およ

び薬物代謝酵素発現の変化についてはこれまでにも報

告されているが ，大迫の報告 からDNAメチ

ル化変化が関与していることが示唆される。また，

Armentiら は胎生期・新生仔期におけるmethoxy-

chlor（MXC）の曝露は，成熟後の子宮に，ERβの

発現変化をともなう機能障害を生じることを報告して

いる。このERβの発現変化は，ERβのプロモーター

領域が胎生期MXC曝露によって高メチル化状態に変

化したことが原因である 。

ヒトに関しても，胎児期もしくは新生児期の化学物

質曝露によるDNAメチル化変化が報告されている。

例えばGuerrero-Prestonら は母親の喫煙ならびに

perfluorinated alkyl化合物（PFCs）蓄積が，胎児の

環境要因によるDNAメチル化変化
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ゲノムDNAをグローバルな低メチル化状態に変化さ

せることを報告している。また，Bretonら は親の

喫煙状況とゲノムDNAのメチル化頻度との関連につ

いて調査し，親の喫煙が子どものゲノムDNAのグロー

バルな低メチル化状態への変化をきたすことを報告し

ている。別の項で詳細に述べるが，Pereraら は母

親のPAHs曝露による児のDNAメチル化異常につ

いて報告している。

親の DNAメチル化異常と次世代への影響

哺乳類におけるゲノムDNAのメチル化は，生殖細

胞で全て脱メチル化されることから，インプリンティ

ング領域を除き，一般には次世代には遺伝しないと考

えられている。しかし，汚染物質曝露によるDNAメ

チル化変化が，複数世代にまで影響を与えることを示

す研究が報告されている。例えばAnwayら は子宮

内で殺菌剤Vinclozolinに曝露されたＦ1ラット，な

らびに曝露されていないＦ2からＦ4ラットを対照群と

比 すると，Ｆ1からＦ4雄ラット全てにおいて精原細

胞のアポトーシスが有意に増加し，精子数と精子の運

動能が有意に低いことを明らかとした。また少なくと

もゲノム上の25箇所でメチル化変化を確認し，この

DNAメチル化の変化と生殖細胞の機能異常との関連

を示唆している。

また，Ngら は父親ラットの慢性的な高脂肪食摂

取による次世代への影響について明らかにしている。

すなわち，高脂肪食摂取の父ラットを親に持つ雌ラッ

トは，対照群と比 して，インスリン分泌低下および

グルコース耐性障害が早期発症して時間とともに増悪

し，膵島において642個の遺伝子の発現が変化してい

ることを明らかにした。これら遺伝子のうち発現量に

最も大きな差が認められた Jak-Statシグナル伝達系

に関連する II13ra2（1.76倍の増加）では，プロモー

ター領域にあるCpGのメチル化率が対照群と比 し

て有意に低く，発現量の変化がDNAメチル化変化の

影響であることを明らかとした。母の高脂肪食摂取に

よって次世代に脂肪過多や代謝障害など有害な影響を

与えることは報告があるが ，仔マウスの栄養状態に

直接影響を与えない父からの影響を報告したのはこの

報告が初めてである。

ゲノムメチル化変化と小児への影響

胎生期および新生児・幼児期における環境汚染物質

の曝露によってDNAメチル化が変化し，これが原因

と考えられる健康への影響について，近年いくつか報

告されている。

多くのプラスチック製品に使われ代表的な内分泌攪

乱物質であるBisphenol A（BPA）による胎生期曝

露は，DNAメチル化状態を変化させ，脳形成・発達

に影響をもたらす可能性があることが報告されている。

Dolinoyら は雌のvariable yellow agoutiマウスに，

妊娠前から授乳期間を通してBPAを投与すると，出

生仔の毛色が変化することを示した。これは毛色決定

に関与するAgouti遺伝子プロモーター領域のメチル

化状態を，BPA曝露により低メチル化状態に変化さ

せたためであり，BPAがDNAメチル化に変化を与

えることを明らかにした。またYaoiら は胎生期

BPA曝露したマウスの前脳におけるDNAメチル化

変化を網羅的に調査し，48領域においてDNAのメチ

ル化頻度に変化（高メチル化・低メチル化）があるこ

とを認め，低メチル化が明らかとなった２つの遺伝子

については，遺伝子発現が亢進していたことを明らか

にしている。また，胎仔マウス前脳におけるメチル化

状態の変化は，発生段階特異的に発現変動を示す遺伝

子のプロモーター領域にもあり，機能遺伝子の転写を

異常に制御している可能性を指摘している 。

汚染物質の曝露によるDNAメチル化変化と喘息発

症との関連についても報告されている。Pereraら

は母親のPAHs曝露と，子どものメチル化変化に

ついて調査し，PAHs曝露レベルが高い母親から生

まれた子供ほど，脂肪酸代謝に関与するacyl-CoA
 

synthetase longchain family member 3（ACSL3）

のプロモーター領域が高メチル化していることを明ら

かとした。PAHs曝露によるACSL3プロモーター領

域のメチル化は，同じ論文内でＨ1299細胞を用いた

ベンツ［ａ］ピレン（PAHsの代表的な化学物質）

曝露実験でも確認している。これまでACSL3の機能

と喘息発症との関連についてほとんど明らかにされて

いないが，新生児においてACSL3プロモーター領域

が高メチル化されている子どもは，そうでない子ども

と比 して，５歳児までに喘息が発症する頻度が高い

ことを報告している。

Nadeauら は大気汚染と小児喘息の発症に関して，

制御性Ｔ細胞（T-reg）分化へのマスター遺伝子であ

る Foxp3のメチル化変化の関与について報告してい

る。彼らは高大気汚染地域に居住する小児喘息患者と

非喘息患者，ならびに低大気汚染地域に居住する小児

喘息患者と非喘息患者の４グループについて，T-reg
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機能を調査するとともに，T-regからゲノムDNAを

抽出し，Foxp3のプロモーター領域のメチル化頻度

を解析した。その結果，大気汚染物質の曝露により

Foxp3プロモーター領域が高メチル化状態になり，

Foxp3発現が抑制され，T-regの機能不全が生じる

ことを明らかにし，喘息の発症には汚染物質の曝露に

よるDNAメチル化変化が関与することを示唆した。

また，Nadeauら はPAHs曝露が高い検体ほど，

Foxp3のメチル化が亢進していることを報告してい

る。

お わ り に

本稿では，環境因子，特に環境汚染物質の曝露によ

るゲノムDNAメチル化の変化と，それにともなう小

児の健康への影響についてこれまでの報告をまとめ，

概説した。これら研究の多くは，最近数年間に発表さ

れたもので，pyrosequencerなどメチル化解析技術の

進歩と普及によるところが大きい。

環境汚染物質の曝露によるDNAのメチル化変化は，

遺伝子の発現抑制もしくは発現亢進，染色体構造の安

定性に影響を与えることが推測される（図３）。臓器

や脳神経の発達段階である胎生期および幼少時期にお

いて，遺伝子発現のプログラムが崩されると，これらの

正常な発達が阻害されさまざまな悪影響が生じるもの

と考えられる。成人病胎児期発症説（Fetal  Origins
 

of Adult Disease）は胎児期の環境がその後の疾患発

症に大きく影響を与えることを示し ，一部にはDNA

メチル化異常の関与も示唆されている 。本稿で紹

介したように，主に動物実験で汚染物質の子宮内曝露

により，胎児（仔）においてDNAメチル化異常が生

じ，出生後もその影響が持続していることが明らかと

なってきた。しかし，ヒトにおける環境汚染物質の曝

露とDNAメチル化の変化，さらに健康への影響につ

いての研究はまだ少ない。胎生期から小児期を通じて

成人に至るまでの長期的な観察が必要であるうえに，

微量かつ膨大な種類の環境汚染物質についての解析が

必要とされるため，その研究は容易ではない。

冒頭に述べた通り，現在小児の心身の健康に関して

看過できない状態が進行している。特に発達障害に関

しては，医療のみならず教育・社会的にも重要な問題

となり，様々な対応が迫られている 。このような中，

2011年から環境省による「子どもの環境と健康に関す

る全国調査（エコチル調査）」が開始された。この調

査は全国10万組の親子を対象にした大規模コホート調

査で，化学物質の曝露や生活環境が，胎児から小児の

健康に与える影響について明らかにすることを目的と

した調査である。信州大学医学部では小児環境保健疫

学研究センターを設置し，上伊那地域を対象に調査を

開始している 。本調査によって，胎生期・新生児期

の化学物質の曝露による，長期的な健康影響が解明さ

れることが期待される。
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