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研究成果の概要（和文）：日本人において最も多い動脈硬化性疾患である脳梗塞の症例と一般健康住民である対
照について、過去の凍結保存血漿中の動脈硬化候補マーカーの抗体レベルを高感度ELISAであるAlphaLISA法によ
りハイスループットに測定し、nested case-control studyの手法を用いて、脳梗塞の発症との関連を分析し
た。その結果、複数の抗体について発症予測マーカーとしての活用可能性が見出された。なお、特に顕著な関連
が見られた一部のマーカーについては、特許申請中である。

研究成果の概要（英文）：The antibody levels of candidate markers of atherosclerosis in past 
cryopreserved plasma were measured with high throughput using AlphaLISA, a high-sensitivity ELISA, 
and the association with the incidence of cerebral infarction (CI) was analyzed using the nested 
case-control study method in cases of CI, the most common atherosclerotic disease in Japan, and 
controls in the general population. We found several antibodies which may be used as predictive 
markers of CI incidence. A patent is pending for some markers that were found to be of particular 
relevance.

研究分野： 疫学・循環器予防学

キーワード： 予防医学　疫学　症例対照研究　自己抗体マーカー　脳梗塞
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研究成果の学術的意義や社会的意義
血清自己抗体は個人の病歴を反映しており、疾患が発症する前に存在する抗体が明らかになれば、疾患の発症予
測マーカーとしての活用が期待される。既にがんや自己免疫疾患については特異的な自己抗体が出現することが
報告されているが、動脈硬化性疾患については自己抗体が関与するという着想はこれまで乏しく、厳密な疫学手
法を用いた脳梗塞の発症に関与する自己抗体マーカーの包括的な解明は皆無であった。本研究において、脳梗塞
の発症前の血清中に特異的に存在する抗体が複数同定されたことから、これらの抗体を発症予測マーカーとして
活用することで脳梗塞の前駆病態の早期発見・早期治療に繋げることが期待される。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
研究代表者の磯はこれまで、日本の地域住民の大規模なコホート研究（CIRCS、JPHC、JACC 

研究）において主導的立場で研究を進め、日本人の生活習慣、生理学・生化学的な危険因子、社
会心理的要因等と脳卒中、虚血性心疾患の発症・死亡について数々の成果を上げてきた。中でも、
生物学的危険因子として、脂質（総(LDL-)コレステロール(NEJM 1989, J Clin Epidemiol 1994, 
Atherosclerosis 2007, 2012, Circulation 2009, Prev Med 2011)、HDL コレステロール
(Circulation 1994, Stroke 2013)、トリグリセリド(Am J Epiemiol 2001) 、脂肪酸(Stroke 2002) 、
HDL- コレステロール粒子系(Stroke 2013) ）、凝固線溶系（フィブリノーゲン(Stroke 2006) ） 、
抗酸化マーカー（ ホモシステイン(Circulation 2004)）等と脳卒中、虚血性心疾患との関連につ
いての分析を通して、脳卒中、虚血性心疾患等の動脈硬化性疾患のメカニズムに迫ってきた。免
疫・炎症マーカーについても高感度 CRP(Stroke 2012) 、T 細 胞(Atherosclerosis 2004)等と動
脈硬化性疾患との関連について検討を加えてきた。 
血清中には様々な自己抗体が存在しており、特定の疾患に関連する抗原が存在する時、抗原抗

体反応により、その抗原に特異的な抗体が産生される仕組みとなっている。したがって血清自己
抗体は個人の病歴を反映している可能性があり、疾患が発症する前に存在する抗体が明らかに
なれば、疾患の発症予測マーカーとして活用できると期待される。既にがんや自己免疫疾患につ
いては特異的な自己抗体が出現することが報告されているが、脳梗塞については、そのメカニズ
ムに免疫反応が関与すると考えられてはいるものの、自己抗体が関与するという報告はこれま
で乏しく、脳梗塞の発症に関与する抗体マーカーの包括的な解析は皆無であった。分担研究者の
日和佐は、RPA2 や SOSTDC 等の脳梗塞関連マーカーを多数発見してきたが、それらが脳梗
塞の発症に関与する証拠は未だ得られていない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、一般集団を対象に脳梗塞を含む動脈硬化性疾患のマーカーである血清抗体レベ

ルを測定し、その脳梗塞の発症への関与を、古典的危険因子や生活習慣を統計学的に調整して分
析する。そして、脳梗塞の効率的な発症予測を行うための疫学的エビデンスを得ることを目的と
する。具体的には、日本人住民 40～69 歳男女約 6 万人のコホートの中から、nested case control 
study の手法を用いて、脳梗塞の発症例と、性、年齢、地域をマッチさせた対照例に対して、凍
結保存血漿中の脳梗塞・動脈硬化候補マーカーの抗体レベルを測定し、脳梗塞の発症予測マーカ
ーとしての可能性を検証する。さらに、得られた脳梗塞発症予測マーカーにより、脳梗塞の発症
確率予測モデルの開発を目指す。 
 
３．研究の方法 
日本人において、脳梗塞の発症予測を効率的に進めるため、動脈硬化の血清抗体候補マーカー

と脳梗塞発症との関連を分析する。そのためには、各マーカーに関して多変量解析を行う必要が
あり、大規模で精度の高い血清抗体レベルの測定と追跡データを必要とする。そこで申請者らが
運営委員・班員として参画している多目的コホート（JPHC： Japan Public Health Center-based 
Cohort Study）を研究対象とした。1990 年に開始されたわが国最大規模の多目的コホート研究
で、14 地域住民 40～59 歳男女約 5 万人のコホートⅠと、15 地域住民 40～69 歳男女約 5 万
人年のコホートⅡがある。がん、脳卒中（脳梗塞、脳出血、くも膜下出血）や虚血性心疾患の発
症を追跡しており、地域住民コホートとしての脳梗塞登録件数はわが国最大である。そのうちの
約 50%の対象者（コホートⅠ、Ⅱを合わせて約 6 万人）の血漿が保存されている。 
本研究では、多目的コホートの対象者で、血漿保存がなされている約 6 万人の中から、脳梗

塞の発症例と、性、年齢、地域をマッチさせた対照例を分析対象とする。これらの対象者には、
古典的危険因子（高血圧、脂質代謝異常、糖代謝異常等）の測定、生活習慣（喫煙、飲酒、詳細
な栄養摂取状況、身体活動状況）の把握が、研究のベースライン時に実施されている。本研究で
は、これらの対象者のうち、ベースライン調査時において血漿が凍結保存されており、脳梗塞発
症者 375 例と、性・年齢・地域をマッチさせた対照 375 例について、血漿中の動脈硬化の血清
抗体候補マーカーの抗体レベルを測定する。具体的には、前述の症例・対照例について、抗原タ
ンパク質を精製し、glutathione-ドナービーズと抗ヒト IgG- アクセプタービーズを用いた
AlphaLISA 法により、血清と抗原と 2 種類のビーズを混合した後、7 日後、14 日後、21 日後
に血清の抗体レベルを測定する。 
 
※AlphaLISA 法 

Alpha(Amplified Luminescence Proximity Homogeneous Assay)システムは、ドナーとアク
セプターの 2 つのビーズを使用し、ドナービーズに結合した分子が、アクセプタービーズに結
合した分子と生物学的に相互作用し、2 つのビーズが近接した状態の時にのみ、発光シグナルを
検出する。このシステムを ELISA に応用した方法が AlphaLISA 法で、洗浄ステップを踏むこ
となく混ぜるだけで、非常に正確で高感度に血清抗体レベルを測定することが可能である。 

 
そして、これらと脳梗塞発症との関連を、生活習慣や健診成績の影響を考慮した上で条件付き

ロジスティック回帰モデルにより分析する。 
 



４．研究成果 
１）動脈硬化候補マーカーの測定 
コホート内の脳梗塞発症例のうち、375 症例と性・年齢・地域を一致させた 375 対照につい

て、動脈硬化候補マーカー40 種類の抗体レベルを測定した。 
 

２）動脈硬化候補マーカーと脳梗塞発症との関連 
多目的コホート研究の運営上の取り決めにより、未刊行データの公表が認められていないた

め、概要のみを報告する。 
40 種類の動脈硬化候補マーカーについて、測定日ごとの抗体レベル 1 標準偏差あたり、及び

四分位あたりの脳梗塞発症リスクとの関連を分析した。ここでは、全てのマーカーで測定がされ
ている 21 日目の抗体レベルを用いた結果について概説する。抗体レベル 1 標準偏差あたりの
脳梗塞発症のオッズ比の結果では、26 種類のマーカーが有意な正の関連を示した（図１）。また、
抗体レベルを四分位に分けた結果では、抗体レベルが下位 25 パーセンタイルの群と比べて、上
位 25 パーセンタイルの群で脳梗塞に何倍罹りやすいかを検討した。これにより、31 種類のマ
ーカーが有意な正の関連を示した（図２）。 
 
以上より、複数の抗体について発症予測マーカーとしての活用可能性が見出された。特に顕著

な関連が見られた一部のマーカーについて、その成果を国際専門学術誌に投稿中である。 
 

３）脳梗塞発症予測マーカーの特許申請 
上記の結果から、特に顕著に脳梗塞発症との関連が見られた一部のマーカーについて、特許申

請を行い、現在審査中である。 
 

 
 
図１．動脈硬化候補マーカーと脳梗塞発症との
関連（抗体レベル 1標準偏差あたりのオッズ比） 

図２．動脈硬化候補マーカーと脳梗塞発症との
関連（抗体レベル第 4四分位におけるオッズ比） 
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