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研究成果の概要（和文）：1本鎖のノンコーディングRNAであるmicroRNA(miRNA)は，鎖長が約20塩基と非常に短いため
，死後，安定して残存するものがある．そこで本研究ではラットを用いた動物実験により，死後経過時間と生前のスト
レス程度を反映する生体マーカーとなるmiRNAの探索を行った．心臓ではmiR-16，肝臓ではmiR-21，血液ではmiR-451を
内部標準とすると，死後経過時間と不安定な細胞質RNAとの間に良い相関が得られた．また，ラットにストレス（飲酒
・運動・拘束）を与えて次世代シークエンサーで解析したところ，ストレスで増減する数種類のmiRNAが検出された．

研究成果の概要（英文）：The microRNAs (miRNAs) are known to be stable at postmortem because they are 
short-length (about 20 nucleotides) single-strand molecules. In this study, we searched miRNAs acting as 
biological markers to estimate the time since death or the level of stress before death by experiments 
using rats. Then the good correlations were observed between the postmortem time and levels of instable 
cytoplasmic RNAs, when miR-16 in heart, miR-21 in liver and miR-451 in blood were used as internal 
standards. In addition, miRNAs in rats under stresses of alcohol intake, running and suppression by water 
bag were analyzed by the next generation sequencer, levels of several miRNAs were found to be increased 
or decreased by the stresses.

研究分野： 法医学

キーワード： マイクロRNA　ラット　次世代シークエンサー　死後のストレスマーカー　死後経過時間推定
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

1．研究開始当初の背景 
 microRNA(miRNA)は，タンパク質をコード
しない，いわゆる non-coding RNA の一種で
あり，その鎖長は 18-25 塩基と短い一本鎖の
small RNA である．これらは真核生物に広く
存在し，自分自身と塩基配列相補性を持つ
messenger RNA (mRNA)を標的としてその分解
を導くか，あるいは翻訳を制御することで発
生のタイミング，形態形成，アポトーシス，
細胞増殖，生殖機能など非常に重要な生物学
的機能を制御していることが明らかになっ
ている①．しかしながら死後，生体の miRNA
に関する情報は皆無なため，我々は平成 22
年度～24 年度にかけての科学研究費補助金，
基盤研究（C）「質量分析による microRNA の
網羅的解析とその法医学的応用」で，初年度
に予備的な実験を行った．すなわち，各臓器
で特異的に強発現と報告されている let-7a，
miR-16，miR-26a，miR-1，let-7b，miR-122
の 6 種の miRNA を選択し，胸腺，心臓，肝臓，
腎臓，脾臓，膵臓の各臓器における死後 miRNA
残量の経時的変化を観察した．その結果，ラ
ットの死後 24 時間後も臓器特異的 miRNA は
残存しており，特に心臓における miR-1，お
よび肝臓におけるmiR-122は顕著にその残存
が確認された．その他腎臓，肺，膵臓等の臓
器ではmiR-16がきわめて高い残存量を示し，
死後 24 時間経過しても残存量がほとんど変
化しないことが確認され，きわめて良好な保
存状態であるmiRNAが残存することが判明し
た．しかしながら，質量分析装置では死後の
totalRNAの中から目的のmiRNAのみを解析す
るための条件検討が非常に困難であった．そ
こで，次世代シークエンサーを用いて網羅的
に miRNA の探索を行う事とした． 
 
２．研究の目的 
 動物実験を用いて，死後残存している
miRNA を網羅的に解析し，その同定および定
量を行い，法医学的に有用なマーカーとなる
miRNA 群を確立する．具体的には次の二点に
絞って検討する．一つは，死後の経時的な残
存量変化を見ることにより死後経時間の推
定への応用を図る．もう一つは，ストレスモ
デルを構築し，外的ストレスにより発現が変
化する miRNA 群を発見し，生前のストレス程
度を推定する生体マーカーとして確立する
ことである． 
 
３．研究の方法 
(1)心臓，及び肝臓を試料として死後経過時
間推定マーカーの探索 
 生後約 10 週の SD ラット 18 匹（平均重量
439ｇ）を用い，過剰のセボフルラン吸入に
て安楽死させた後，一定時間後に心臓，およ
び肝臓を摘出し試料とした．死後経過時間は，
安楽死から臓器摘出までの時間により，死亡
直後(0h)・12 時間後(12h)・24 時間後(24h)・
36 時間後(36h)・48 時間後(48h)・72 時間後
(72h)の 6群に分け，それぞれ 3匹の計 18 匹

を試料とした．各心臓および肝臓約 100mg を
ホモジナイズ後，mirVavaTM miRNA Isolation 
Kit (Thermo Fisher Scientific)を用いて
miRNA を抽出した．miRNA は塩基長が短いた
め，独特のループ構造を有するターゲット特
異的な miRNA 専用プライマー(Thermo Fisher 
Scientific)を用いて逆転写反応を行い，リ
アルタイム PCR 用の cDNA を作製した．その
後 ， StepOnePlusTM (Thermo Fisher 
Scientific)を用いて，ターゲット特異的な
プローブによるmiRNA発現量の比較解析を行
った． 
 先行研究結果③,④より，死後 72 時間後まで
安定して一定量残存しているmiRNA群の中か
ら miR-16，miR-21，miR-22 の 3 種を内在性
コントロールの候補として選択した．また，
死後経過時間に応じて徐々に残存量が減少
していくmiRNA群の中からターゲットとして
Let-7d*, miR-207, miR-346, miR-758, 
miR-872*, miR-346，さらに， U6 sn RNA を
ターゲットとして選択した． 
 通常 TaqMan 法による発現解析には，蛍光
強度の閾値を超えた PCR サイクル数(Ct 値)
を基準とするΔΔCt 法⑤が用いられるが，今
回はターゲットmiRNAどうしの比較が目的で
はないため，ターゲットの Ct 値からコント
ロールの Ct 値を引き算したΔCt 法による解
析を行った．最終的には死後経過時間とコン
トロールで補正されたターゲットmiRNAの相
関関係を比較し，死後経過時間推定マーカー
として最も適した miRNA を決定した． 
 
(2)全血を試料として死後経過時間推定マー
カーの探索 
 (1)とは別の9週のSDラット18匹を用い，
過剰のセボフルラン吸入にて安楽死させた
後一定室温下で放置し，一定時間後に血液を
採取して試料とした．死後経過時間は，安楽
死から血液採取までの時間により，死亡直後
(0h)，６時間後(6h)，12 時間後(12h)，24 時
間後(24h)，36 時間後(36h), 48 時間後(48h)
の 6 群に分けそれぞれ 3 匹の計 18 匹を試料
とした．total RNA の抽出，及び専用のプラ
イマーを用いた逆転写反応，そして TaqMan
法による miRNA の発現量（残存量）の比較解
析等，実験方法は①と同様である．解析した
ターゲットは通常内部標準として用いられ
て い る ， U6 snRNA, U87, Y1, 4.5S 
RNA(AY228147)，4.5S RNA(AY228151)の 5種，
および miR-16，miR-451 の 2 種の miRNA であ
る． 
  
 (3)ストレスマーカーの探索 
 生前のストレス状態を反映するmiRNAの探
索が目的であるが，重要なのはどのようなス
トレスを対象とするかである．今回は興奮性
せん妄の可能性を持つ事例を参考にした．す
なわち，ラットにアルコールを摂取させた後，
運動させ，抑制するモデルである．さらに，
網羅的にmiRNAを観察するために次世代シー



クエンサーを用いての解析を行った．生後 9
週の SD ラット 15 匹を 3つに分け，コントロ
ール群 (n=3)，A 群 (n=6)，および B群 (n=6) 
とした．A群には 21％エタノールを 3.8 g/kg
量与え 30 分放置した後，トレッドミル (35 
cm/s) で 90 分間走らせた．B群は A群と同じ
処置をした後，続けて 2 kg の水袋で体幹を
抑圧した．過剰麻酔による安楽死後，心筋を
試料として miRNeasy Mini Kit (QIAGEN) に
より total RNA を抽出した．得られた total 
RNA は 2100 Bioanalyzer  (Agilent 
Technologies)による電気泳動でクオリティ
チェックを行い，RNA の収量及び分解程度の
確認を行った．その後，Ion Total RNA-Seq Kit 
v2  (Thermo Fisher Scientific)を用いて
Small RNA library protocol に従いライブラ
リの構築を行った．さらに，得られたライブ
ラ リ を Ion ChefTM Instrument  (Thermo 
Fisher Scientific)にてエマルジョン PCR を
含む前処理を行い，テンプレートの調整を行
った．シークエンス反応は 318 チップを用い
て Ion PGMTM System (Thermo Fisher 
Scientific)で行い，得られた生データを
Torrent Suite Software Ver.4.4.2 (Thermo 
Fisher Scientific)にて解析を行った．具体
的にはラットゲノムの配列（rn5）を UCSC か
ら ， ま た ラ ッ ト miRNA を
miRbase(http://www.mirbase.org/) か ら そ
れぞれダウンロードし，カバレッジ解析を行
った．マッチングされたリード数はサンプル
ごとにばらつきを持つため，（ターゲットの
miRNA リード数）を（トータルのリード数）
で割り，1,000,000 倍するという規格化を行
い，各試料間での比較，検定を行い，グルー
プごとの有意差を検討した．トータルでは
800 種に及ぶ miRNA のリード数が排出される
が，発現量の多い上位 30 種まで miRNA につ
いて統計的解析を行った．それは，Microsoft 
Excel®を用いてコントロール群とストレス
群とで Kruskal-Wallis test を行い，有意差
が認められた miRNA について，さらに各グル
ープ間の有意差の有無を Microsoft Excel®
を用いた Mann-Whitney U-test で検定した． 
 
４．研究成果 
(1)心臓，及び肝臓を試料として死後経過時
間推定マーカーの探索 
(1)-① 内在性コントロールの決定 
 通常の発現解析は，ある一定量が継続して
発現されている既知の内在性コントロール
のΔCt 値を用いて，ターゲットのΔCt 値を
補正し，ターゲット同士の発現状態を比較す
るΔΔCt 法が主流である．しかしながら，今
回の目的は死後経過時間を推定するマーカ
ーの探索である．死後変化，いわゆる死後の
自己融解・消化により，死後は確実な内在性
のコントロール，ターゲットマーカーが確立
されておらず，その結果死後のΔCt 法，およ
びΔΔCt 法は，その有効性が不確かなものと
なってしまう．通常の事件とは逆に，内在性

コントロールとして死後も残存量が高く，か
つ一定である 3種の miRNA，miR-16，miR-21，
miR-22 をコントロールとして選択し，すべて
の試料において Ct 値の比較を行った．心臓
においても，また肝臓においても最も残存量
が多いのは miR-16 であったが，それぞれの
死後経過時間での試料を用いた Ct 値の結果
を比較すると，心臓では miR-16 が，肝臓で
は miR-21 が最もばらつきが少なく，これら
をそれぞれの内在性コントロールとするこ
とにした．これらコントロールでターゲット
の Ct 値を補正することで，正確な Ct値を得
ることができるのである． 
  
(1)-②補正後のターゲットmiRNA残存量と死
後経過時間 
 死後経過時間が進むにつれ，その残存量が
適当に減少していく 6 種の miRNA，および通
常の発現解析では内在性のコントロールと
して用いられる U6 sn RNA をターゲットとし
て選択した．各死後経過時間群における試料
を用いてΔCt 法による解析を行ったところ，
6 種の miRNA は心臓および肝臓においても，
死後経過時間と残存量の相関がほとんど見
られなかった．しかしながら，U6 sn RNA は
心臓および肝臓において最もよい相関を示
した(図 1)． 
 

 
図１．補正後の U6snRNA と死後経過時間 

 
 内在性のコントロールとしては，心臓では
miR-16 が，肝臓では miR-21 が最も Ct値のば
らつきが少ないため，それぞれの臓器におけ
る内在性コントロールとした．その結果，死
後経過時間と最もよい相関を示したのは U6 
sn RNA(図 2)である．これは miRNAではなく，
ラット内在性コントロールとして用いられ
てきたものである．生体に非常に多く残存し
ており，詳しい経路は不明であるが 106 塩基
の長さを持つことから死後経過時間と共に
消化・分解されていく割合が適当なのであろ
う． 

 

図２．U6snRNA 塩基配列 
 
 死後も安定であるmiRNAを内在性コントロ
ールとし，ある程度の鎖長を持ち，かつ大量
に残存しているこれまでの内在性コントロ



ールと呼ばれているものを逆にターゲット
とすることで，死後経過時間の推定が可能に
なった． 
 
(2)全血を試料として死後経過時間推定マー
カーの探索 
 これまでの報告より赤血球に発現してい
る miR-451⑥，および各臓器において強く発現
している miR-16 をコントロールの候補とし
た．血液を試料として死亡直後(0h)から死後
24 時間後(24h)までの早い段階で解析・比較
したところ，発現量は miR-16（SD:1.053）が
上回っていたが，最も安定していたのは
miR-451（SD:0.563）であった．従って miR-451
を内部標準とし解析を進めることとした．タ
ーゲットは5種の内在性コントロール群であ
り，これらの Ct 値から miR-451 の Ct 値を引
き算，ΔCt 値を算出し死後経過時間との相関
関係を見た．その結果，4.5S RNA(AY228147)
（R２=0.944）および Y1（R２=0.934）が良い相
関性を示した． 
 4.5S RNA(AY228147)および Y1 について，
さらに死後経過時間が経過した 36 時間後
(36h)，および 48 時間後(48h)の時点で採取
した血液試料についての追加解析の結果を
合わせて図 3に示す． 
 

 
図 3. ΔCt と死後経過時間の相関 
ΔCt= Ct(ターゲット)- Ct(miR-451) 

 
 死後経過時間の推定は，法医実務において
非常に重要な鑑定項目である．これまで用い
られている体温降下等の指標に加えて，新た
なバイオマーカーとして期待されている
miRNA の有用性をラットを用いて検討した． 
 まず，死後の miRNA 発現解析は，何をター
ゲットとし，何をコントロールとして補正す
るかが非常に重要なポイントとなる．今回は
血液を試料としていることから，死後も安定
して残存している miR-16，miR-451 をコント
ロール候補として解析したところ，血液試料
ではmiR-451が最も安定した挙動を示したた
め，これをコントロールとして用いることと
した．先行研究⑤より分子量の大きい内在性
コントロール群をターゲットとすることが
適していることから，5 種の内在性コントロ
ールターゲット候補として解析を行った．そ
の結果，血液試料では,4.5SRNA（AY228147）
が最も成績がよく，次いで Y1 であり，両者
ともほぼ同じ挙動を示した．これらはそれぞ

れ 91 塩基，および 74 塩基の長さを持つ，ラ
ット特有の低分子量細胞質 RNA である．心臓
を試料とした場合に最も相関が良かった U6 
snRNA をはじめとする他のマーカーは，24 時
間ではそれほど分解されず，ある程度の残存
量を保っていたため死後経過時間との相関
性は良いものではなかった．臓器と血液では
その残存量，すなわち分解速度に大きな差が
あり，血液の方が分解されにくいことが推察
される．加えて， 24 時間を過ぎたところで
miR-451 の分解も進み，コントロールとして
の働きが鈍ったのも要因と言える． 
 今回有効であったのはラット特有の内在
性コントロールをターゲットとしたもので
ある．法医実務に応用するにはヒトにも存在
する配列をターゲットとしなければならな
い．さらに，コントロールとしたのは死後も
残存量が安定している miR-451 であるが，こ
のmiRNAも死因や病気・疾患により発現量（残
存量）が変化するかも知れないということに
も留意する必要がある．実際のヒト試料を用
いた，ターゲット，コントロール，死因との
関連等のさらなる検討が必須であろう． 
 
(3)ストレスマーカーの探索 
 Kruskal-Wallis test による検定では，上
位 30 種中 7 種の miRNA についてコントロー
ル群とストレス群での有意差が確認された．
そのうちrno-miR-126a-3p, rno-miR-143-3p, 
rno-miR-16-5p, rno-miR-26a-5p の 4 種はス
トレスをかけることでそれぞれ優位に発現
が上昇しており，他の rno-miR-22-3p，
rno-miR-29a-3p，rno-miR-29b-3p の 3種はい
ずれもストレス後に発現が減少していた．さ
らに有意差のあった miRNA において，どのグ
ル ー プ 間 に 有 意 差 が あ っ た の か を
Mann-Whitney U-test で検定した結果を図
4,5 に示す． 

 
図4. ストレス後に発現が増加するmiRNA群 
 
 コントロール群とA群ではrno-miR-143-3p，
及び rno-miR-26a-5p に有意差が認められ，
その他のmiRNAはアルコールとランニングに
よる運動だけでは，心筋における発現量に影
響を受けないようであった．しかし，コント
ロール群とB群では発現に有意差が見られた
7 種の miRNA 全てにおいて明らかに差が見ら



れた．また，A 群と B 群間ではそれぞれ 4 種
類の miRNA（rno-miR-126a-3p，rno-miR-16-5p，
rno-miR-22-3p，rno-miR-29a-3p）で有意差
が認められ，これらの miRNA では抑圧による
ストレスが心筋での発現に影響を与えてい
ると言える． 
 

 
図5. ストレス後に発現が減少するmiRNA群 
 
 法医実務においては，外的ストレスが関与
していると推察される内因性急死例や突然
死例が全国で散見される．しかしながらこれ
らの事例においては，剖検やその後の検査等
でも死因を判断するのが極めて困難である．
そこで，より正確な死因究明のために，死後
の検査であっても生前のストレス量を反映
する生体マーカーの確立が望まれている．臨
床面で用いられているタンパク質や mRNA は
死後変化のために法医実務に有効ではない．
そこで我々は死後も比較的安定である miRNA
に注目したわけである．今回の実験では，事
例を参考にアルコール摂取後のラットにト
レッドミルによる運動と水袋による抑制と
いう急性外的ストレスを与えるモデルを構
築し，安楽死後の心筋 miRNA 発現量を次世代
シークエンサーにより網羅的に解析した．そ
の結果，ストレスにより有意に発現量が増加
する miRNA 4 種，及び減少する 3種を同定す
ることに成功した．心筋で最も多く発現して
おり，かつ心臓の疾病と深く関連があると報
告が多いのは「miR-1」で，今回の外的スト
レスをかける実験でも心筋全体の発現量の
30〜36％を占めていたが，コントロール群と
ストレス群で有意差は認められなかった．発
現量の 31 位から 80 位までの 50 種を検討し
たところ，同様に増加する 2種（miR-26b-5p, 
miR-140-3p）と減少する 5 種（miR-322-5p, 
miR-19b-3p, miR-106a-3p, miR-20a-5p, 
miR-214-3p）の miRNA も確認されている．こ
れらがストレスマーカーの候補であると言
えよう． 
 しかしながら，miRNA は短いがゆえにその
ターゲットとなるｍRNA が複数存在する．上
述したマーカーの候補となったものでも
miRNA 1 種に対して 10以上のターゲットが検
索結果にヒットした．したがってターゲット
となるｍRNA を特定し，その生体カスケード

を確立するのは極めて困難であると言える．
加えて，miRNA は病気・疾患と深い関連ある
との報告が多い．つまり，ストレスで増減す
る miRNA に加えて，病気・疾患による miRNA
の増減も考慮する必要があると思われる．本
実験・解析はあくまでも基礎的な実験であり，
今後は心筋以外の血液試料や，実際の剖検試
料を用いてのデータの積み重ねが必須であ
る．最終的に生体マーカーが決定されたなら
ば，その後の実務への応用ではリアルタイム
PCR 法によって miRNA が解析されるようにな
ると予想されることから，その条件検討等の
追加実験も必要になるであろう． 
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