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研究成果の概要（和文）：住民健診受診者を対象として、各種遺伝子のDNAメチル化レベルの測定を行い、横断
研究により生活習慣や検査項目等との関連を調査し、さらに縦断研究により生活習慣病発症に及ぼす影響の評価
を行った。その結果、LINE-1DNAの高メチル化と心血管死亡リスク上昇が関与すること、TXNIP遺伝子の低メチル
化が血糖上昇に影響を及ぼすこと、ビタミンCの循環器疾患予防効果がABCA1遺伝子のDNAメチル化を媒介する可
能性など、各種遺伝子のDNAメチル化が生活習慣や疾患発症との関連を認めた。

研究成果の概要（英文）：DNA methylation level of various genes was measured for the residents who 
received medical examination. A cross-sectional study was conducted to investigate the relationship 
between lifestyle habits and test items, and a longitudinal study was conducted to evaluate the 
effect on lifestyle-related disease onset. As a result, hypermethylation of LINE-1 was associated 
with an increased cardiovascular death risk. Hypomethylation of TXNIP gene was suggested to affect 
the elevation of blood glucose. Furthermore, ABCA1 DNA methylation mediates the protective effect of
 vitamin C on HDL cholesterol, which could offer a novel biological mechanism in CVD prevention. We 
found that DNA methylation of various genes was associated with lifestyle and the onset of various 
diseases.

研究分野： 疫学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
後天的な修飾による遺伝子発現制御の仕組みであるエピジェネティクス機構の１つであるDNAのメチル化は疾病
発生に重要な役割を果たすこと示唆されているが、疫学的エビデンスは乏しい。横断・縦断研究を行うことによ
り、各種遺伝子のDNAメチル化レベルと生活習慣との関連や疾患発症に及ぼす影響について評価を行った。本研
究から得られた結果は、疾患発症のメカニズム解明に寄与するとともに、新たな視点での疾病予防対策・治療方
法の樹立に貢献する事が期待できる。 

※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 
増加の一途をたどる生活習慣病の予防対策は我が国の重要課題の１つであり、生活習慣病の

発症とライフスタイルとの関連については、国内外の多くの疫学研究により科学的エビデンス
が蓄積され始めている。しかし遺伝要因については遺伝子多型で説明可能な事象は当初の予想
より少ないことが分かってきた。近年、DNA 配列の変化を伴わず、後天的な修飾による遺伝子
発現制御の仕組みであるエピジェネティクスが、疾病発生に重要な役割を果たすこと示唆され
ている。 
エピジェネティクス機構の１つである DNA のメチル化レベルに関しても解析を進めている。

DNA を構成するシトシンへのメチル基の付加反応である DNA のメチル化は、後発的な修飾に
より遺伝子発現を制御している。この DNA のメチル化は遺伝素因の他、生活習慣・環境要因、
加齢により影響を受けると考えられ、多くの疾患の原因となることが示唆されている。しかしな
がら、末梢血ゲノムの DNA メチル化解析は今まで技術的な制約もあり、十分な検討がなされて
いない。特に、一般住民を対象とした疫学研究は少なく、科学的根拠は未だ乏しい現状にある。 
我々は、住民検診受診者を対象とした継続した研究を実施しており、当時の健診結果、生活習

慣等のアンケート調査結果等のデータが保存されている。また、白血球からの定量的 DNA メチ
ル化測定法をすでに確立している。したがって、これらのデータと DNA メチル化レベルとの関
連を調査することが可能である。このような縦断的研究による DNA メチル化解析はこれまでに
行われていない。 
 
２．研究の目的 
これまでの研究から、個々の遺伝子のプロモーター部分のメチル化による発現制御が生活習

慣病の発症に大きく関与することが示唆される。本研究は、糖代謝、脂質代謝、炎症等に関与す
ると報告されている各種遺伝子の DNA メチル化レベルの測定を行い、横断研究により生活習慣
や検査項目等との関連を調査し、さらに縦断研究により生活習慣病発症に及ぼす影響の評価を
行うことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1)解析対象 
1990～1991 年および 2015～2016 年に住民健診を受診した者のうち、研究参加に同意を得た者を
対象とした。これらの対象者については、検診項目である身長、体重、body mass index、血圧、
尿検査、血液検査（貧血、血糖、脂質、肝機能、腎機能、尿酸など）、食習慣、喫煙習慣、飲酒
習慣、身体活動などについてアンケート調査により情報を得た。1990～1991 年の対象者につい
ては現在までの死亡・転出データなどのエンドポイントデータについても保管している。 
(2)DNA メチル化解析 
白血球からゲノム DNA を抽出し、DNA のメチル化解析を行った。末梢血からのゲノム DNA の抽
出はシリカメンブレン付きスピンカラムを利用して抽出と精製を行った。DNA のメチル化解析
の原理は測定機器（PyroMarkQ24 QIAGEN 社）を使用して、Pyrosequencing による定量的解析法
を採用した。メチル化率の算出は PyroMark Q96 ID Software を使用した。本研究では、1990～
1991 年の健診受診者を対象として、疾病発症や生活習慣などに関連が示唆されている最も代表
的な繰り返し配列である long interspersed nuclear element-1 (LINE-1)について解析を行っ
た。LINE-1 メチル化レベルは、pyrosequencing 法によって測定した。さらに、2015～2016 年に
住民健診を受診した者を対象として、様々な代謝等に関与する ATP binding cassette 
transporter A1(ABCA1)遺伝子、Thioredoxin-interacting protein(TXNIP)遺伝子、lipoprotein 
lipase(LPL)遺伝子、Hypoxia-inducible factor 3A(HIF3A)遺伝子等の DNA メチル化率の測定を
行った。 
(3)データベース作成 
解析を行った白血球 DNA メチル化データは、アンケート調査データや検診結果と結合しデータ
ベースの作成を行った。住民健診では、身長、体重、Body mass index、血圧などの測定、尿検
査、血液検査（貧血、血糖、脂質、肝機能、腎機能、尿酸など）を行い、また食習慣、喫煙習慣、
飲酒習慣、運動習慣などについてアンケート調査を実施しした。これらのデータは追跡調査のた
めにすべて保管しており、すべてのデータを結合し、データベースを作成した。さらに平成 2～
3年のデータについては死亡データも含めたデータベース作成を行った。 
本研究では DNA を使用する疫学研究であり、ヒトゲノム・遺伝子解析研究に関する倫理指針、

人を対象とする医学系研究に関する倫理指針を順守し、対象者の人権尊重、個人情報保護のため
に適正な研究を行う。研究代表者の所属する研究機関の倫理審査委員会への審査申請を行い、承
認を得ている研究の一環である。 
 
４．研究成果 
(1)白血球 LINE-1 遺伝子 DNA メチル化レベルが心血管死亡に及ぼす影響 
住民健診受診者 822 名を対象として約 25 年間の追跡調査を実施した。追跡期間中に 258 名の心
血管疾患による死亡を認めた。1990年に採取したperipheral blood mononuclear cells（PBMCs）
の LINE-1DNA メチル化率は、3つの CpG サイトのメチル化レベルを測定した。共変量（年齢、性
別、喫煙習慣、飲酒習慣、body mass index、収縮期血圧、HDL コレステロール）の調整には、傾



向スコアマッチング法を使用した。Cox 比例ハザードモデルを用い、心血管疾患死亡のハザード
比(HR)および 95%信頼区間(95%CI)を計算した。対象者を 60 歳未満と 60 歳以上に分けて解析を
実施した結果、60 歳以上の対象者において LINE-1DNA の高メチル化群のハザード比は、低メチ
ル化群より高い結果を得た(HR：1.93, 95%CI：1.04-3.56)。さらに追跡開始後 3年間の死亡を除
いた対象者を用いて解析を行った場合も、ほぼ同様の結果を得た(HR：1.98, 95%CI：1.05-3.73)。
PBMCs の LINE-1DNA の高メチル化率は、特に高齢者において心血管死亡リスクの上昇と関与して
いることが示唆された。 
 

 
(2)白血球 TXNIP 遺伝子 DNA メチル化レベルと血糖値の変化に及ぼす影響 
住民健診の受診者で、2019 年の健診も受診した者のうち、研究不同意者、癌・糖尿病既往歴者
及び糖尿病服薬管理をしている者を除く 162 名（男性 65 名、女性 97 名）を対象とした。TXNIP
遺伝子の DNA メチル化率は、2015 年に採取された末梢血白血球を用いて 1 か所の CpG サイトを
バイサルファイト処理に基づくパイロシークエンス法により定量した。対象者は TXNIP 遺伝子
の DNA メチル化率によって 3 群（低、中、高メチル化群）に分けた。4 年間の血糖変化率（%）
は、（2019 年血糖－2015 年血糖）÷2015 年血糖×100 にて算出し、6.8%以上（75%値以上）を血
糖高度上昇と定義した。TXNIP 遺伝子の DNA メチル化率と 4 年間の血糖変化との関連について
は、ロジスティック回帰分析により、DNA メチル化別の血糖高度上昇のオッズ比および 95％信頼
区間（95％CI）を算出した。調整項目には性、年齢、BMI、中性脂肪、喫煙習慣、飲酒習慣、白
血球中の好中球割合を用いた。その結果、TXNIP 遺伝子の DNA メチル化別における 4年間の血糖
変化率の平均±標準偏差は、低メチル化群で 4.2±7.9%、中メチル化群で 0.5±6.7%、高メチル
化群で 1.4±6.4%であり、低メチル化群で有意に低かった。血糖増加のオッズ比は中メチル化群
を基準として、低メチル化群で 3.53（95%CI：1.37−9.62）、高メチル化群で 1.11（95%CI：0.39-
3.21）であり、低メチル化群で有意に高い結果を得た。住民健診受診者を対象として TXNIP 遺伝
子の DNA メチル化率と 4年間の血糖変化との関連を調査した結果、TXNIP 遺伝子の低メチル化が
その後の血糖上昇と関連していることが示唆された。 

 
(3)白血球 ABCA1 遺伝子 DNA メチル化レベルととの関連 
HDL コレステロールの生成に重要な役割を果たしている ATP-binding cassette protein A1
（ABCA1）という分子に注目した。近年の研究によって、ABCA1 遺伝子の DNA のメチル化によっ
て血清 HDL コレステロール値が低下し、循環器疾患を発症していることは明らかである。一方、
どのような生活習慣によって ABCA1 の DNA メチル化が変化するかについては明確ではない。2015
年の住民健診受診者のうち、脂質異常の既往歴及び治療を行っている者を除外した 225 名（男性
108 名、女性 117 名）を対象とした。ABCA1 遺伝子の DNA メチル化率は、8 つの CpG サイトをバ

表. LINE-1DNA メチル化別の全死亡および心血管疾患死亡のハザード比 

 全死亡 心血管疾患死亡 

  死亡率 a  HR (95%CI)b 死亡率 a  HR (95%CI)b 

全対象     

  低メチル化 13.4 1.00 4.1 1.00 

  高メチル化 17.7 1.16 (0.88-1.53) 6.2 1.32 (0.81-2.14) 

60 歳未満     

  低メチル化 6.5 1.00 1.9 1.00 

  高メチル化 7.3 1.13 (0.65-1.96) 1.4 0.73 (0.23-2.30) 

60 歳以上     

  低メチル化 23.0 1.00  5.8 1.00 

  高メチル化 31.5 1.34 (0.96-1.86) 11.4 1.93 (1.04-3.56) 

a 1,000 人年あたり  

b 性、年齢、喫煙、飲酒習慣を調整  



イサルファイト処理に基づくパイロシークエンス法により定量した。その結果、女性では、食事
によるビタミン摂取量の増加（ビタミン A、β-カロテン、葉酸、ビタミン C（VC）、ビタミン D、
およびビタミン E）が、ABCA1 DNA メチル化レベルの平均値と有意に関連していた。さらに、女
性では、平均 ABCA1 DNA メチル化と HDL コレステロールの間に有意な逆相関を認めたが、他の脂
質では認めなかった。 Mediation analysis を行った結果は、女性の ABCA1 DNA メチル化レベル
を介した HDL コレステロールに対するビタミン C 摂取の間接的影響が示唆された。本研究成果
は、ビタミン C の循環器疾患に対する予防的な効果を ABCA1 の DNA メチル化が媒介している可
能性を示唆するものであり、一般的な日本人集団においての循環器疾患予防について新たな分
子メカニズムとなり得ると考えている。 
(4)白血球 LPL 遺伝子と頸動脈内膜中膜複合体厚との関連 
2015 年の住民健診受診者 451 名（男性 210 名、女性 241 名）を対象とした。IMT は超音波診
断装置を用い左右の外頸動脈と内頸動脈の分岐部から 1.5cm の領域の平均値を算出し、厚
いほうを採用した。LPL 遺伝子の DNA メチル化率はパイロシークエンス法を用いて定量し、
LPL 遺伝子プロモーターにおける４つの CpG サイト（CpG1～4）のメチル化率の平均値とし
て算出した。LPL 遺伝子の DNA メチル化率によって対象者を 4等分し（Q1～4 群）、メチル化
率別の IMT 高値（＞1.0mm）のオッズ比及び 95％信頼区間（95%CI）をロジスティック回帰
分析により算出した。調整項目として性、年齢、喫煙・飲酒習慣、BMI、DBP、LDL コレステ
ロール値、HbA1c、CRP 値を用いた。その結果、IMT 高値者は LPL 遺伝子の DNA メチル化率の
Q1 群で 14 人（12.5％）、Q2・Q3 群でそれぞれ 6 人（5.3％）、Q4 群で 5 人（4.5％）であっ
た。ロジスティック回帰分析により、Q4群を reference として、IMT 高値のオッズ比を算出
したところ、Q1 群で 3.04（95％CI：1.02-10.49）と有意に高い結果を得た。以上の結果か
ら、住民健診受診者を対象として、LPL 遺伝子の DNA メチル化率と IMT との関連について検
討を行った結果、LPL 遺伝子の DNA 低メチル化と動脈硬化との関連が示唆された。今後は、
縦断的な解析を実施していく予定である。 
(5)HIF3A 遺伝子 DNA メチル化レベルと内臓脂肪組織量及び皮下脂肪組織量との関連 
2015 年の住民健診受診者 468 名（男性 217 名、女性 251 名）を対象とした。HIF3A 遺伝子のイ
ントロンにおける 7つの CpG サイト（CpG1-7）を解析対象とした。その結果、男性と比較して女
性で、解析した7つ全てのCpGサイトにおけるDNAメチル化率が有意に高値を示した（p<0.001）。
男女別における HIF3A 遺伝子の DNA メチル化率と、内臓脂肪組織量及び皮下脂肪組織量につい
て重回帰分析により評価した。女性における内臓脂肪組織量と CpG1、CpG3、CpG4 サイトの DNA
メチル化率との間に有意な負の相関を認めた（CpG1：β＝‐0.122、p＝0.050、CpG3：β＝‐0.157、
p＝0.010、CpG4：β＝‐0.154、p＝0.016）。一方で、男性における HIF3A 遺伝子の DNA メチル化
率と内臓脂肪組織量及び皮下脂肪組織量、女性における HIF3A 遺伝子の DNA メチル化率と皮下
脂肪組織量との間に有意な相関は認められなかった。以上のことから、女性について、HIF3A 遺
伝子の CpG1、CpG3、CpG4 サイトにおける DNA メチル化率は内臓脂肪組織量との間に有意な負の
関連を示した。今後は、縦断的な解析を実施していく予定である。 
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