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研究成果の概要（和文）：予防バイオマーカーを明らかにするのに有用であるメタボロミクスを地域在住者の疫学研究
に導入するため、第一に測定条件等を確立し、次いでその手法を用いて、CE/MS法による血漿の網羅的代謝プロファイ
リングとライフスタイル因子との関連について疫学的に検討した。男性での解析の結果、27物質が、他のライフスタイ
ル要因を調整した後も有意に飲酒と関連していた。また65歳未満の男性では、総身体活動量との間に６物質が有意な関
連を示した。また生活習慣の異なる地域間を比較するための分析も行った。今後は、さらなるデータセットの蓄積によ
るreplication解析の実施およびコホート集団の追跡による検討を予定している。

研究成果の概要（英文）：CE/MS-based metabolome profiling was applied to a population-based epidemiologic 
study. Stable analytical procedures was first established, and then relationships between plasma 
metabolic profiling and lifestyle factors were examined in men. 27 metabolites were significantly related 
to alcohol drinking, and 6 were associated with total physical activity. Data set for 3 cohorts from 
different regions was completed. Further study is planned for follow-up and replication analysis.

研究分野：疫学、予防医学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 日本人の生活習慣病の罹患・死亡パターン
は、1950 年代以降の疾病構造の変化とともに
大きく変化してきたが、依然、明らかな地域
差がある。循環器疾患のうち脳血管疾患死亡
率は、東北地方の各県でいずれも全国平均よ
り高く、差は縮まりつつあるものの、依然、
大阪、京都、滋賀などの関西地方では低い。
こうした地域差の理由として、危険因子であ
る血清コレステロール値や血圧値の違い、そ
の背景にある脂肪、カロリー、塩分摂取等の
栄養学的な要因や sedentary work やストレ
ス等都市と農村の生活様式の違い、薬剤感受
性や危険因子の進展を規定する遺伝子型の
違いなど、多様な要因の関与が指摘されてお
り、今後の予防戦略を進めるには、要因ごと
ではなくこれらを包括したシステムとして
の理解が欠かせない。 
 近年の生命科学と分析技術の進歩は、環境
要因と遺伝要因の相互作用によって生じる
疾患へのシステムとしてのアプローチを可
能にし、いわゆるオミクス研究が精力的に行
われるようになった。ゲノムについては、全
ゲノム関連解析を用いたゲノム疫学研究へ
と進展しつつあるが、ゲノム情報とフェノタ
イプとの間にはギャップがあることから、疾
病機序により密接に関連したアプローチの
必要性が指摘されている。メタボロームは、
生体内の低分子化合物や代謝産物で、内因性
には約 3000 物質あると推測されており、環
境要因による代謝過程への修飾も反映する
ので、メタボローム解析で血液中あるいは尿
中のメタボロームを網羅的かつ定量的に測
定することは、疾患機序そのものの理解と共
に、その発症や予防に密接に関わる代謝産物
を明らかにすることにつながる。疫学研究の
領域でもメタボローム解析技術の導入が進
みつつあり、生活習慣や危険因子を測定して
疾患との関連を検討する従来型の疫学研究
から、病態に基づいた新しいバイオマーカー
の発見を伴う新しい疫学への展開が期待さ
れている。 
 そこで、疫学研究チームとメタボローム解
析チームの融合型研究組織を構築し、短時
間・高感度の網羅的なメタボローム解析技術
（キャピラリー電気泳動-質量分析装置、
CS/MS 法および LC/MS/MS 法）の地域在住者の
コホート研究への応用による大規模疫学研
究を世界に先駆けて立ち上げる準備を進め
た。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、山形県鶴岡市であらたに開始
した地域在住者のコホート研究を中心とし、
他の２つの地域コホートの協力を得て、３つ
の地域コホート研究参加者の網羅的メタボ
ローム解析を行い、疫学研究に適用可能なメ
タボローム解析の手法を開発した上で日本
人における地域在住一般集団のメタボロー
ム・プロファイルの作成を進めること、メタ

ボローム・プロファイルとリスクファクター
の関連について検討すること、生活習慣病罹
患パターンが異なる地域住民のメタボロー
ム・プロファイルの比較を行うこと、ならび
にメタボローム・プロファイルの疾患バイオ
マーカーとしての有用性を検討することを
目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）疫学研究に適用可能なメタボローム解
析手法の確立と地域在住一般集団における
メタボローム・プロファイルの作成 
 わが国の地域在住者を対象として生体試
料を用いてメタボローム解析を行った例は
ないことから、CE/MS 法による極性物質の網
羅的解析について、検体の前処理および保存
条件、標準物質の保存条件を明らかにするた
め、血清凝固時間、検体保存温度・時間とい
った条件を複数設定して、血清と血漿
（EDTA-2Na 添加）の代謝物プロファイルの安
定性の比較を行った。また、保存試料を用い
て分析を行う可能性に備え、同一サンプルの
血清、血漿、代謝物抽出処理済み血漿の 3種
類の試料について、凍結（-80℃）融解試験
を最大 10 回まで繰り返して濃度変動を検討
した。 
 こうして確立した方法を、2012 年度より開
始した山形県鶴岡市在住・在勤者を対象とし
た新しいコホート研究（鶴岡メタボロームコ
ホート研究）の参加同意者から得られた血漿
および尿検体に適用し、そのうちの 900 名の
メタボローム解析を実施し、プロファイルを
作成した。 
 
（２）メタボローム・プロファイルとライフ
スタイルファクターの関連の検討 
 得られたメタボローム・プロファイルのう
ち、血漿のプロファイルを用いて、古典的な
ライフスタイルファクターである飲酒、身体
活動との関連を検討した。ライフスタイルに
ついては、コホート研究のベースライン調査
で実施した自記式質問票から、飲酒習慣の有
無、平均的飲酒量、総身体活動量、余暇の運
動量について情報を得た。 
 飲酒については、頻度および標準的に摂取
する酒の種類と量の回答より、我が国で一般
的に消費される酒のエタノール濃度［種類
別］を用いて１日あたりの摂取量を算出し、
摂取なしまたは 1g/day 未満の摂取者を飲酒
なし群と定義し、それ以外を摂取量による３
分位で低/中/高飲酒群に分類、飲酒量により
分類した４群で、109 物質について分散分析
を実施し、trend P を算出、BH 法の FDR によ
り体重比較性を調整した（有意水準 0.05）。
なお分布型に応じ対数変換を行った。 
 運動については、身体活動量でわけた４群
において有意な線形傾向を示した物質につ
いて、共分散構造分析を実施し、年齢、BMI、
飲酒、喫煙、摂取カロリーを調整した濃度の
比較を行った。 



 
（３）生活習慣病罹患パターンが異なる地域
住民のメタボローム・プロファイルの比較 
 循環器疾患のうち脳血管疾患および虚血
性心疾患の罹患パターンが異なり、その背景
にはリスクファクターの分布の違いが関与
しているものの、生活環境や遺伝要因に規定
された体内の代謝環境も影響していると考
えられる。そのため生活習慣が異なる関西地
方（滋賀県草津市、大阪府吹田市）の２つの
地域コホートの協力を得て、性別、年齢、血
圧レベルをマッチさせた計400人を選定した。 
 
（４）メタボローム・プロファイル判別因子
の疾患バイオマーカーとしての有用性の検
討 
 飲酒に関連する健康影響として高血圧お
よび肝機能障害、身体活動に関連する健康影
響としてメタボリック症候群を取り上げ、判
別分析を用いてメタボローム・プロファイル
との関連について検討した。 
 
４．研究成果 
（１）疫学研究に適用可能なメタボローム解
析手法の確立と地域在住一般集団における
メタボローム・プロファイルの作成 
 測定した 70 物質のプロファイルの比較で
は、全体として血清と血漿のプロファイルは
良く一致したものの、両者に 20％以上の差異 
のある物質も複数観察され、採血後直ちに
4℃で保管して代謝物抽出処理を行った血漿
が最も安定であった。一方、前処理まで常温
で保管した場合、血漿であっても複数の代謝
物の濃度が 20％以上変動した。また凍結融解
については、代謝物抽出処理済み血漿、血漿、
血清の順に安定であった。以上のことから、
疫学研究においては、採血後速やかに４℃に
保冷した上で血漿を作成し、さらに可及的速
やかに除蛋白等のメタボローム解析用前処
理を進めた上で、-80℃に凍結保存すること
が最も望ましいと考えられた。また、測定機
器の感度や標準物質の安定性を確認するた
めの QC サンプルを定期的に測定していくと
ともに、ピーク処理等データ処理の自動化・
標準化も進め、多数の検体を安定的かつ効率
的に処理しうる前処理・測定・化合物同定の
手順の確立が不可欠であることが明らかと
なった。以上の成果は、Electrophoresis 誌
に掲載予定である（in press）。 
 
（２）メタボローム・プロファイルとライフ
スタイルファクターとの関連の検討 
①飲酒関連メタボローム・プロファイル 
 男性での解析の結果（女性は飲酒者が少な
いため除外）、36 物質が年齢調整後も、飲酒
量と関連した（FDR p<0.05）。このうち 27 物
質は、他のライフスタイル要因を調整した後
も P<0.05 で有意な関連であった。また禁酒
者の除外によっても結果は変わらなかった。
また、結果の再現性を確認するため、別に実

施したメタボローム解析データを用いて
replication 解析をおこなったところ、この
27物質のうち19物質(70.4%)で有意な関連性
が再現された。 13 物質は amino acid 
metabolism 、 ３ 物 質 は carbohydrate 
metabolism、２物質は lipid metabolism に
関連していた。アミノ酸関連代謝物質は、分
枝鎖アミノ酸、トレオニン、グルタミンなど、
多くの物質が、飲酒量と有意な関連であった。
ROC 分析を行ったところ、これら 19 物質のプ
ロファイルによって。高飲酒者と非飲酒者を
明確に判別することが可能であった（AUC 
0.94、sensitivity 0.86、 specificity 0.89）。 
 以下に、Metaboanalyst2.0 によって実施し
た代謝パスウェイ解析の結果を示す。 

 
②身体活動関連メタボローム・プロファイル 
 生産年齢人口である 65 歳未満の男性 505
名において総身体活動量とメタボローム・プ
ロファイルとの関連について検討したとこ
ろ６物質が、身体活動量と有意な関連を示し
た。Alanine を含む４物質は身体活動の増加
とともに血漿濃度は低下し、Betaine ほか２
物質は増加していた。 
 
（３）生活習慣病罹患パターンが異なる地域
住民のメタボローム・プロファイルの比較 
 ２つの地域コホートから得た計400の空腹
時尿のメタボローム解析ならびに鶴岡地域
の 300 検体のメタボローム測定を実施、ピー
クの精査などを行って、３地域 700 名分のデ
ータセットが完成した。 
 
（４）メタボローム・プロファイル判別因子
の疾患バイオマーカーとしての有用性の検
討 
①飲酒と高血圧に関連するメタボローム・プ
ロファイルの検討 
 飲酒量と有意に関連した代謝物について、
さらに高血圧と関連する物質を検索したと
ころ、 8 物質が有意な関連を示し、
MetaboAnalyst2.0 による代謝パスウェイ解
析により、複数の代謝経路が飲酒に起因する
高血圧に関連している可能性が示唆された
（図２）。 
 今後は、さらなるデータセットの蓄積によ
るreplication解析の実施およびコホート集
団の追跡による検討を予定している。 
 
 



図２ 飲酒に関連する代謝経路 
 
②飲酒と肝機能障害に関連するメタボロー
ム・プロファイルの検討 
 飲酒量と有意に関連した代謝物について、
さらに高血圧と関連する物質を検索したと
ころ、８物質が血清γ-GTP と有意に関連し、
replication 解析によってそのうちの６物質
が繰り返し有意であった。またこれらは、交
絡しうる要因の調整によっても変わらなか
った。とくに Threonine を含む 4物質は、血
清 AST とも関連しており、飲酒に起因する肝
機能障害を反映している可能性が示唆され
た。また、比を用いた指標では、
Glutamate/glutamine 比がγ-GTP、AST、ALT 
と有意に関連していた。また、threonine を
含む５代謝物を用いると、高飲酒者における
肝機能障害の有無の判別が可能であった
（ROCカーブのAUC 0.84、sensitivity 0.80、
specificity 0.76） 
 
③身体活動とメタボリック症候群に関連す
るメタボローム・プロファイルの検討 
 身体活動量と有意な関連を示した６物質
のうち、Pipecolate を除く５物質は、いずれ
にメタボリック症候群のリスク要因が１～
３つ以上へと蓄積するに従って、要員数依存
的に濃度が変化し、３項目以上メタボリック
症候群に該当する群で最も濃度が高く
（Betaine のみ低い）なっていたことから、
身体活動によるメタボリック症候群の予防
（あるいは、不活発によるメタボリック症候
群）に関わるバイオマーカーである可能性が
示唆された。 
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