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Ⅰ．はじめに

　生体の働きは、遺伝子がmessenger RNA 

（mRNA）へ転写され、タンパク質へ翻訳され
て機能することで維持されている（セントラル
ドグマ）。この過程は、遺伝子のメチル化、ヒ
ストンタンパクの修飾やマイクロRNA 

（miRNA）により調節されていることが明らか
になってきた（エピジェネティックス）。マイ
クロRNAは、20塩基前後の短鎖RNAであり、
標的遺伝子のmRNAに結合し遺伝子発現を調節
することで生命活動に関与している。細胞内の
みならず多くの体液中に存在し、個体発生、細
胞増殖・分化、アポトーシス、腫瘍化に関与し
ており、その解析・応用は新規バイオマーカー
や治療法の開発につながると大いに期待されて
いる。

　血液中を循環する miRNA はいくつかの異な
る分子型で存在している。その一つは、マイク
ロパーティクル（MP）に含まれるマイクロ
RNA である。2番目の分子型は、エクソソーム
内 マイクロRNA である。細胞外液に浮遊する
エクソソーム（exosome）は細胞内 multivesiclar 

body （MVB）で産生され exocytosis により放出
される直径 50-100 nmの小胞体である。3番目
の分子型として、アポトーシス小体内 マイク
ロRNA があげられる。細胞内 マイクロRNAプ
ロフィールをより反映している。4番目の分子
型は、HDL 結合 マイクロRNAである。内因性
のHDLはマイクロRNAを結合し他の細胞へ運
搬することが報告されている。5番目の分子型
は Argonaute2 （Ago2）結合 マイクロRNAであ
る。結合している miRNA のプロフィールは、
細胞内プロフィールと異なることが知られてい
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る。
　血漿マイクロRNAが極めて有用なバイオマ
ーカーとする報告が蓄積されてきた一方で、そ
の測定方法が統一されておらず、同じマイクロ
RNAを測定しても定量的PCR法のサイクル数で
4から5の相違がでることが示されている。これ
は相対比で2の4乗から5乗（16から32倍）の差
であり、データとしての相互比較が期待できな
い。マイクロRNA測定法の標準化が達成され
てこそ、バイオマーカーとしての評価が定まる
と考えられる。マイクロRNA解析に影響する
解析前要素としては、1）血漿か血清か、2）採
血法、3）血漿（血清）分離法、4）保存法、5）
抽出法、があげられる。我々のデータを交えて
克服すべき課題を解説する。

Ⅱ．マイクロ RNA 解析の現状

　約2万数千種類といわれるヒトの遺伝子は、
ゲノム上では約2％を占めるにすぎないといわ
れている。一方、マイクロRNAは約20塩基の
短鎖RNAであり、ゲノム上で多くは非コード
領域から転写され発現してくる。発現したマイ
クロRNAの前駆体は、核内および細胞内の
RNA分解酵素（Drosha、DicerまたはArgonaute2: 

Ago2）で切り出され、成熟したマイクロRNA

となる。マイクロRNAは蛋白と複合体を形成
し（RNA-induced silencing complex : RISC）、標

的messenger RNA（mRNA） と 結 合 し て、
mRNAの分解や翻訳の阻害により、標的遺伝子
の発現量を抑制的に調節する遺伝子発現のチュ
ーナーの役割を担っている1）－3）。したがって、
ヒストン蛋白のアセチル化や遺伝子のメチル化
機構と共にエピジェネティックな遺伝子調節機
構を構築している分子である（Fig. 1）。現在、
ヒトマイクロRNAは約2,500種報告されている。
そ の 詳 細 はmiRBase（http://www.mirbase.org）
で確認できる。
　マイクロRNA解析の試料としては多くの検
体が使われている（Table 1）。中でも血漿また
は血清は低侵襲的に得られる試料であり、最も
解析の対象として使われている。測定のプラッ
トホームとしては、網羅的に発現プロファイル
を解析できるアレイ解析や次世代シークエンス
解析、定量的な測定ではリアルタイムPCR法、
遺伝子増幅を使用しない方法として注目される
ナノ粒子による解析法や質量分析装置による解
析法、などがある。網羅的方法は、マイクロ
RNAの研究的アプローチでは必須であるが、
臨床応用を考えると迅速性、費用対効果などの
面から適していない。ナノ粒子を用いる方法は、
迅速で安価であり、これからの発展が期待され
る（Table 2）4），5）。

Figure 1. Functioning RNAs transcribed from non-coding region 

Table 1. Numbers of miRNA researches 

using different body materials 

(by PubMed, 20160213)
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Ⅲ．バイオマーカーとしての 
循環マイクロ RNA

　マイクロRNAは機能性RNAとして細胞内の
標的遺伝子発現を制御することにより生体機能
を調節しているだけでなく、細胞外にも多量の
マイクロRNAが分泌されており、近傍や遠隔
細胞の遺伝子調節にも関与している6）－8）。血液
中では前述のように五つの分子型で循環してい
る7）－9）（Table 3）。なかでもエクソソームは血球、
免疫担当細胞や癌細胞から多量分泌され、しか
も細胞内マイクロRNAプロファイルとは異な
るプロファイルでマイクロRNAを運搬してい
る。したがって、細胞死に伴い放出されるAB

マイクロRNAや細胞断片に含まれるマイクロ
RNAとは異なり、細胞が能動的メッセージと
して放出し、ホメオスターシスや疾患の病態形
成に関与すると考えられる10）。これら循環微小

胞にはマイクロRNAの他、DNA、mRNA、タ
ンパクなどがそれぞれ細胞内とは異なるプロフ
ァイルで内包され血液中を運搬されている10）。
循環マイクロRNAもその多くはエクソソーム
などの小胞構造物に内包されて存在しており、
生体機能や様々な病態に特異的に変動している
ことが知られてきた。循環マイクロRNAは病態
を知る有用なバイオマーカーと考えられる11），12）。
　循環マイクロRNAの多くは血球由来と考え
られており、赤血球由来のmiR-451、miR-16、
白血球由来のmiR-223、血小板由来のmiR-126

などは血漿や血清中でも濃度が高い12），13）。感染
症など炎症性疾患では、免疫担当細胞からのエ
クソソームが血中に放出される。そのエクソソ
ーム内マイクロRNAも循環マイクロRNAとし
て測定される14）。腫瘍細胞は活発にエクソソー
ムマイクロRNAを分泌し、miR-21、miR-17-92、
などは腫瘍マーカーとしての報告が多い15），16）。
循環マイクロRNAの半減期や代謝経路につい
てはまだ不明の点が多く、尿中への排泄、他の
細胞による取り込み、などの機序が考えられる。

Ⅲ．マイクロ RNA 解析法の標準化

1．採血時の溶血の影響
　血液は低侵襲で得られる生体試料ではある
が、採血時に生じる赤血球破壊（採血時溶血）
による影響が避けられない17）。赤血球は無核の
細胞であるが多量のマイクロRNAを含有して

Table 2. Platforms for miRNA analysis

Table 3. Sizes of circulating particles
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おり18）、採血時溶血では赤血球内マイクロ
RNA、特にmiR-451やmiR-16が血漿・血清中に
混入する。これらのマイクロRNA解析の際は、
検体の溶血をヘモグロビン濃度でチェックする
必要がある（Fig. 2）17）。

2．  採血後放置による試験管内での血球からの
放出

　循環マイクロRNAのソースとしては血球が
重要であり13），19）、したがって採血後の試験管内
での血球からの放出もマイクロRNA解析結果

を修飾する因子となる。採血後の放置や血球破
壊は、溶血と同様に白血球や血小板由来マイク
ロRNAの放出に繋がり、解析結果を修飾する
（Fig.3）。
3．血漿・血清の分離条件の違い
　循環マイクロRNAのプロファイルや測定値
が血漿の分離方法で異なることも、バイオマー
カーとしてマイクロRNAを解析する際に注意
が必要である。たとえば、miR-142-3p、miR-

223、let-7aは血小板除去により測定値が著明に
低下し、血小板から混入していると考えられる。

Figure 2.  Effects of hemolysis on miRNA assays
17)

.

Figure 3.  Stabilities of circulating
22)

. RI: RNase inhibitor.
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一方、赤血球（miR-451）や肝細胞（miR-122）
が主なソースであるマイクロRNA濃度は、血
小板の存在は測定結果に影響しない20）。血漿そ
のもののマイクロRNAプロファイル解析を目
的とする場合、採血後に高速遠心法またはフィ
ルタ濾過により血小板欠乏血漿とすることが重
要である。
　現時点では、循環しているマイクロパーティ
クルやエクソソームに含まれるマイクロRNA

プロファイルやそれぞれの意義について不明な
ところが多い。今後のさらなる解析が望まれる。

4．分離後の試験管内安定性
　生体試料の中でマイクロRNAは安定である
ことは広く知られている。特に、循環マイクロ
RNAは冷凍保存で長期間安定である。採血後
かなりのマイクロRNAは分解されているとの
観察もあり21）、マイクロRNAの種類により試験
管内安定性が大きく異なる可能性がある。血清
中のmiR-1miR-122は放置5時間で大きく低下す
るが、miR-16、miR-21、miR-142-3pは低下はわ
ずかであり、解析の対象とするマイクロRNA

により安定性が異なることはバイオマーカーと
しては留意すべき点である22）。血清にRNA分解
酵素阻害剤を添加することで試験管内不安定性
は減少し、マイクロRNAの分解がマイクロ
RNAの存在形式、特にマイクロパーティクル
やエクソソーム内に存在するか否かで大きく異
なることが示唆される（Fig. 3）。

　前述したように、最近のマイクロRNA研究
は血漿又は血清を試料とするものが多く、解析
結果の違いが課題である。血漿マイクロRNA

値が血清マイクロRNA値よりも高いとする報
告が多いが（Fig. 4）21）、差がないとするものも
あり、さらなる検討が必要である。マイクロ
RNA解析の実用化を考えると、多くの生化学
検査項目が血清を使用していることから、今後
は血清を用いた解析がより普及すると予想され
る。

5．生理的変動
　マイクロRNA値の性差に関する報告はあまり
ないのが、我々の未発表データも含めて性差は
無いと考えられる23）。また対象を経時的に観察
した研究では、日内変動は無く少なくとも1ヶ
月間の経時観察では変動がないとされている23）。

6．内部コントロール
　遺伝子発現解析では、試料の保存状態、RNA

抽出効率や測定のバラツキを補正する目的で標
準となる内部コントロール遺伝子を設定する。
mRNA解析ではhouse keeping遺伝子を内部コン
トロールとする。細胞内マイクロRNA解析の
場合は組織特異性がなく定常的に発現している
マイクロRNAであるlet-7や、短鎖RNAである
BUN6などを内部コントロールとすることが多
い。一方、循環マイクロRNA解析では、個体
差や生理的変動のなく適切な内部コントロール

Figure 4.  Reduction of miRNA levels in serum samples
21)

. 
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となるマイクロRNAがまだ確定していないの
が現状である。比較的血中レベルが高く安定し
て存在するmiR-16などが使用されている。ま
た、線虫のcel-miR-39など、ヒト以外の生物種
のマイクロRNAを既知濃度添加し、spiked-in コ
ントロールとする場合も多い（Table 4）24）－26）。
MacLellanらは、miR-99a-5pやmiR-139-5pが血清
マイクロRNAの内部コントロールとして優れて
いるとしている26）。いずれの場合も、対象マイ
クロRNAと内部コントロールの測定値の差を
算出し（ΔCt値）、その後に正常群との差や治
療前後の測定値の差をΔCt値の差として表現し
（ΔΔCt値）解析することが一般的である27）。

Ⅳ．バイオマーカーとして進む臨床応用

1．がんとマイクロRNA

　マイクロRNAは標的遺伝子の発現を低下さ
せることで遺伝子機能を調整している。したが
ってがん遺伝子を標的とするマイクロRNAは
anti-oncomir、がん抑制遺伝子を標的とするも
のはoncomirとして機能する。がん組織におけ
るマイクロRNA発現異常を見ると、一種類の
マイクロRNAの発現異常が複数のがんで認め
られることがわかる（Table 5）15）。代表的な
oncomirとして、6種類のmiRNAからなるmiR-

17-92ク ラ ス タ ー（miR-17,miR-18a, miR-19a, 

Table 4.  Internal controls for miRNA assay

Table 5.  Dysregulation of miRNAs in cancer
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miR-20a, miR-196-1, miR-92a-1）をあげること
ができる。多くの白血病や固形癌（乳がん、大
腸癌など）で発現が亢進している。大腸癌、胃
癌、膵癌、前立腺癌、肺癌などでは、miR-21

の高発現が報告されている。
　日本でも毎年約5万人が死亡している大腸が
んでは、早期発見のための検査法が求められて
いる。世界的にもがん死亡の第4位を占め、マ
イクロRNAをバイオマーカーとする試みが多
数報告されている21）。2015年の筆者らによる調
査では、血清を解析したもの13編、血漿を解析
したもの10編、便を試料としたもの8編であっ
た。大腸がん患者で血中レベルが上昇するもの
の中ではmiR-21、miR-29a、の報告が多く、低
下するものではmiR-31、miR-92a、miR-203、
などである（Table 6）。便中マイクロRNAの解
析結果ではmiR-21, miR-106aの上昇、miR-145

の低下などの異常が認められた。今後、簡易化
したマイクロRNAのチップ解析でさらに感度、
特異性の改善が進むと期待される。大腸がんの
マイクロRNA解析の結果を見ても、共通して
発現異常が見られるマイクロRNAと比較的特
異的に異常が認められるものが混在している。
最近の報告では、同じがん種に限って見ても複
数のマイクロRNAをセットで測定することに
より、感度と特異性を得る方向にある28）。
　単一のマイクロRNAに着目して解析するこ

とも成果を上げつつある。アスベスト暴露を引
き金に発症する悪性中皮腫では、第9番染色体
短腕の部分欠失によりがん抑制遺伝子機能を持
つp16遺伝子の欠損が高頻度で生じている。p16

遺伝子のごく近傍にマイクロRNA、miR-31が
位置している。25例の悪性中皮腫症例の腫瘍組
織でのmiR-31を解析したところ、高発現を示
す症例の組織型は肉腫型が多く、予後解析でも
発現が低下している症例に比べて有意に生存率
の低下を認めた（Fig. 5）29）。
　白血病でもマイクロRNAの発現異常が報告
されている30），31）。miR-15aとmiR-16-1はクラス
ターを形成して第13番染色体長腕（13q14）に
位置しているが、慢性リンパ性白血病患者の68

Table 6.  Results of serum miRNA analysis for screening colorectal cancer

Figure 5. Upregulation of miR-31 predicts poor prognosis 

of malignant mesothelioma
29)

.
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％でこのクラスターが欠損、または発現低下し
ている。二つのマイクロRNAの標的遺伝子は、
細胞の不滅化遺伝子であるBcl-2遺伝子であり、
miR-15aとmiR-16-1によりBcl-2遺伝子発現が亢
進し、結果としてリンパ球を腫瘍化させている31）。
　 慢 性骨髄性白血病（chronic myelogenous 

leukemia, CML）では、白血病化の最も重要な
分子機構として染色体転座、t（9;22）（q34;q11.2）
による融合遺伝子、BCR-ABLの形成があげら
れる。我々はBCR-ABL陽性白血病株化細胞で
ABL癌遺伝子を標的とするmiR-203遺伝子の発
現が低下しており、その機序としてmiR-203の
プロモーター領域のメチル化を示した。一方、
CMLの分子標的治療薬イマチニブは、miR-203

の発現を脱メチル化により誘導し、BCR-ABL 

発現を抑制し細胞の増殖を抑制した。このイマ
チニブによる効果は、miR-203のインヒビター
であるanti-miR-203を投与することで打ち消さ
れた。この解析から、分子標的薬、イマチニブ
の効果の1つに、antioncomirの脱メチル化によ
るBCR-ABL癌遺伝子抑制機序があることを示
した（Fig. 6）32）。
　がんバイオマーカーとしての有用性や治療の
応用が多くの報告で示されており、今後、早期

診断や治療への応用が期待される。

2．感染症とマイクロRNA

　感染症で循環マイクロRNAが変化すること
からバイオマーカーとして有用である。ヒト後
天性免疫不全症でのmiR-150やmiR-146b-5p33）、
肝炎でのmiR-122、miR-21、miR-34a34）、結核症
ではmiR-361-5pmiR-29c35）、デング熱における
miR-14736）などが報告されている。筆者らは三
日熱マラリアの血漿マイクロRNAを解析し、

Figure 6. Imatinib induces demethylation of miR-203 

resulting in inhibition of BCR-ABL1-positive 

leukemic cells
32)

.

Figure 7.  Downregulation of plasma miR-451 and miR-16 in patients with malaria infection
37)

. 
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miR-451およびmiR-16が低下する知見を得た
（Fig. 7）。この低下はマラリア原虫感染赤血球
の比率と逆相関しており重症度判定にも有用で
あった37）。マラリア感染は、現在でも世界中で
毎年約100万人の人々が命を落とし、克服すべ
き熱帯感染症の一つである。なかでも熱帯熱マ
ラリアの死亡率は高く、感染初期に的確な診断
を得ることが重要である。診断の遅れは脳マラ
リアや出血熱の合併のリスクを高める。現在の
マラリア診断は形態学的検査、遺伝子診断法に
よっている。多くの症例が熱帯地域の山岳地域
で発症することもあり、現在でも血液塗抹標本
の観察による形態学的検査に基づいてなされ偽
陰性も多い。感染症診断においても、マイクロ
RNAが低侵襲性のバイオマーカーとして注目
されている。

3．サラセミア
　サラセミアは地中海地方、中東、アジア、ア
フリカに多く見られる遺伝性溶血性貧血であ
り、遺伝性疾患では最も多い疾患である。貧血、
発育障害、肝障害、鉄過剰症、易感染性などを
抱え、生涯にわたる輸血、除鉄療法や骨髄移植
による治療が必要であり、その予防とコントロ
ールが大きな課題となっている38）。遺伝子診断
による病型と重症度の決定が最も有効な予防・
コントロールとなるが、その罹患者の多さから
より簡便・迅速で正確なバイオマーカーが求め
られる。筆者らは無効造血を病態の主体とし、
骨髄内での赤芽球崩壊を称しているβ-サラセ
ミアに着目し血漿マイクロRNA解析を行った。
赤血球系細胞の成熟過程で特異的に発現してく
るmiR-451、および未熟な血液細胞に発現して
いるmiR-155を解析した（in press）。この2種類
のマイクロRNAは、サラセミアの病態による
無効造血で崩壊する赤芽球から多量に循環血液
中に放出されると考えられ、βサラセミア患者
の血漿中に増加していた。診断のみならず重症
度の判定にも有用であった。循環している成熟
赤血球にはmiR-155は微量しか含まれず、赤血
球寿命の短縮による溶血性貧血との鑑別に
miR-155解析は有用であると期待される。

Ⅴ．今後の課題と展望

　マイクロRNAは比較的安定なバイオマーカ
ーではあるが、微小胞、エクソソーム、タンパ
ク、HDL、アポトーシス小体のそれぞれの分
子型により、生体における役割、病態のバイオ
マーカーとしての有用性も異なると考えられ
る。産生メカニズム、代謝経路、寿命など、分
子型ごとの動態がさらに解明されることによ
り、さらに価値のあるバイオマーカーが創出さ
れると期待される。
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