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研究成果の概要（和文）：血中において安定で，かつ臓器障害時に特異的に発現するmicroRNA（miRNA)は，炎症
のバイオマーカーとして注目されている。本研究では，水族館におけるイルカの健康や傷病状況を把握するバイ
オマーカーとしてmiRNAに着目した。ハンドウイルカの諸臓器からsmall RNAライブラリーを作製し，15組織での
miRNAの発現を測定した。イルカでは新規の62種類のmiRNAを同定でき，脳，心臓，肺および肝臓においてそれぞ
れ特異的なmiRNAが高発現していた。以上，本研究で同定された臓器特異的に高発現するmiRNAは，イルカの組織
傷害のバイオマーカー候補として診断への応用が期待できる。

研究成果の概要（英文）：Recently, microRNAs (miRNAs) are focused on the role of biomarker because 
they are stable in serum and plasma, and some of them express in the specific organs and increase 
with the organ injury. Thus miRNAs may be very useful as biomarkers for monitoring the health and 
condition of dolphins and for detecting disorders in aquariums. Here, a small RNA library was made 
from dolphin lung, liver and spleen, and miRNA expression patterns were then determined for 15 
different tissues. We identified 62 conserved miRNA homologs in the dolphin small RNA library and 
found high expression miRNAs in specific tissues: miR-125b and miR-221 were highly expressed in 
brain, miR-23b in heart, miR-199a and miR-223 in lung, and miR-122-5p in liver. Some of these 
tissue-enriched miRNAs may be useful as specific and sensitive diagnostic blood biomarkers for organ
 injury in dolphins. 

研究分野： 獣医疾病予防学

キーワード： イルカ　バイオマーカー　micro RNA　診断
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１．研究開始当初の背景 
飼育下のイルカにおいては、肺炎や腸炎な

どの炎症性疾患が多発し、その臨床的対応が
大きな課題となっている。したがって、これ
らの炎症性疾患の徴候をできるだけ早期に
把握して的確な診断することが予防的な健
康管理や効果的な治療をする上で求められ
ている。 

 
２．研究の目的 
本研究の主題であるイルカの臓器特異的

なバイオマーカーは、血液検査によって炎症
が生じている臓器や組織を早期に特定でき
る有益な指標となりうると予想される。この
ような目的に合致する臓器特異的なバイオ
マーカーを探索するために、本研究では，健
康な個体の血液中には存在せず、かつ傷病個
体の臓器特異的な生体因子として micro 
RNA(miRNA)に着目した。本研究はイルカの諸
臓器から miRNA を含む small RNA ライブラリ
ーの作製、次に miRNA バイオマーカー候補を
同定するためにイルカの臓器/組織での
miRNA の発現パターンの検討、さらに、特定
の組織で高発現を示したmiRNAの健常イルカ
血漿における発現量を検討する。 
 
３．研究の方法 
(1) イルカ small RNA ライブラリーの材料は、
miRNeasy Mini Kit を用いてハンドウイルカ
の肺、肝臓、脾臓から抽出した。ポリアデニ
ル化した small RNA は、二次構造を除去した
後、逆転写反応を行い、設計した forward お
よび reverse プライマーで PCRを行った。PCR
産物は電気泳動で分離した後、21～24bp の
miRNAを含む105～110bpのDNAバンドを切り
出し精製して pGEM-T Easy Vector に組み込
み、One Shot® TOP10 Chemically Competent 
E. coli に形質転換し、small RNA ライブラ
リーを作製した。形成されたコロニー由来
PCR 産物の配列は、ABI PRISM 3130 Genetic 
Analyzer を用いてダイレクトシークエンス
で決定した。 
 
(2) 配列解析は以前の論文を参考にして行
った。イルカ miRNA の同定は miRBase を用い、
E-value が 0.005 以下で miRBase 上の miRNA
と query が一致したものを既存 miRNA のホモ
ログとした。この基準に該当しなかった
miRNA は、NCBI Blastn で解析した。イルカ
の pre-miRNA 配列が miRNA の典型的な特徴で
あるヘアピン構造を形成するかを推測する
ために、イルカの推定 pre-miRNA 配列を
ensemble/blast/blat databaseを用いてハン
ドウイルカのゲノムから検索した。その後
MFold software を 用 い て 推 定 イ ル カ
pre-miRNA の二次構造を推測した。1～4塩基
異なる高い相同性を持つmiRNAはリアルタイ
ムPCRで非特異的増幅を起こす可能性がある
ため、正確に miRNA の特異的発現を定量する
ための確認を行った。 

 
(3) イルカ組織におけるmiRNA発現レベルは
リアルタイム PCR で解析した。イルカの 15
組織 (脳、心臓、肺、肝臓、腎臓、脾臓、骨
格筋、前胃、主胃、幽門胃、膵臓、小腸、副
腎、精巣、卵巣)から切り出した約 25mg のサ
ンプルからmiRNeasy Mini Kitを用いてsmall 
RNA の抽出を行った。small RNA はポリアデ
ニル化し、RNeasy Mini Kit を用いて精製し
た。上述のように逆転写反応を行った後、
Fast SYBR® Green Master Mix、ターゲット
miRNA センスプライマー、アンチセンスプラ
イマー (ユニバーサルプライマー)を調整し
てリアルタイム PCR 行った。各組織における
miRNA 発現レベルは、内部標準遺伝子として
5S ribosomal RNA を用いて評価した。 
 
(4) イルカの血漿中 miRNA 濃度は、組織特異
的 発 現 を 示 し た miR-23b 、 miR-103 、
miR-122-5p、miR-125b、miR-199a、miR-204、
miR-221 および miR-223 を対象にしてリアル
タイム PCR を用いて調べた。健常なイルカ 6
個体の血漿からの small RNA の抽出・精製は、
ISOGEN-LS および miRNeasy Mini Kit を併用
して行った。溶出した small RNA をポリアデ
ニル化した small RNA は、RNeasy Mini Kit を
用いて精製し、逆転写反応を行った。血漿中
miRNA 濃度 (copies/μl)は、合成オリゴ DNA
を用いて作製した検量線を基にリアルタイ
ム PCR により算出した。 
 
４．研究成果 
(1) イルカの miRNA ホモログ同定 
 イルカの肺、肝臓、脾臓から抽出した RNA
サンプルから作製した small RNA ライブラリ
ーから217クローンのsmall RNAを分離した。
small RNA ライブラリーは、miRNA 71.4% 
(155/217)、mRNA 23.5% (51/217)、rRNA 1.8% 
(4/217)、tRNA 0.9% (2/217)、mtRNA 1.8% 
(4/217)、snRNA 0.5% (1/217)で構成されて
いた。分離された 155 クローンの miRNA を解
析した結果、既知の miRNA ホモログとして 62
種の miRNA が同定された。 
 このうち、56 種の miRNA において
pre-miRNA の配列が公表されているイルカの
ゲノムデータから検出され、その全てが
pre-miRNA の典型的な特徴であるヘアピン構
造を形成していた。62 種の miRNA のうち 7種
は 3'末端に 1～4 塩基異なる異形 miRNA が存
在した。また、miR-23a および miR-23b のよ
うに1～4塩基違いの高い相同性を持つmiRNA
が存在した。最も多く分離された miRNA は、
155クローン中それぞれ12クローン分離され
た miR-143 および miR-145a-5p であった 。 
 
(2) イルカ組織における miRNA 発現解析 
 肺、肝臓、脾臓由来のcDNAプールで各miRNA
の融解曲線および増幅効率を調べ、各 miRNA
が特異的に増幅するか確認した。miR-574 を
除く全 miRNA で、融解曲線は一峰性を示し、



Tm 値は 68～70°C、増幅効率は 90～110%であ
った。内部標準遺伝子として用いた 5SrRNA
の組織間における Ct 値の変動係数は、7.4% 
(平均 Ct±SD；20.4±1.5)であり、5SrRNA の
最も高い発現は膵臓で、最も低い発現は骨格
筋で確認された。多くの miRNA は 2個体の組
織間で発現レベルが異なった。2 個体両者に
おいて、6 種の miRNA が他の組織と比較して
特定の 1 組織で 10 倍以上高発現していた。
すなわち、miR-125bならびにmiR-221が脳で、
miR-23bが心臓で、miR-199aならびにmiR-223
が肺で、miR-122-5p が肝臓で高く発現してい
た（図 1）。多くの組織で低発現もしくは検出
限界以下であった miR-103a および miR-204
は、一部の組織 (miR-103a；脳および肺、
miR-204；脳および腎臓)で中程度の発現が確
認された（図 1）。miR-26a および miR-1260
は、多種の組織で高発現していた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1 同定したイルカ miRNA の臓器発現解析 
各々の miRNA の発現レベルは、内部標準遺伝子

として用いた 5SrRNA に対する相対値から評価し
た。log102-ΔCt (ΔCt＝miRNA の Ct 値－5SrRNA
の Ct 値)は相対的 miRNA の発現レベルを評価する
ために用いた。使用した全ての組織中の全 miRNA
から算出された log102-ΔCt の平均値を基準 
(-2.1±0.6)に、発現レベルを検出限界以下 (ND)
を黒、低発現 (Low；< -2)を灰色、中程度 
(Moderate；-2 ～ -1)を黄緑色、高発現 (High；
-1 ～ 0)を黄色、極度の高発現 (extreme；> 0)
を赤と定義した。 
 
(3) 健常イルカ血漿における miRNA 発現 
 健常イルカにおいて、miR-23b、miR-103、
miR-122-5p、miR-125b、miR-199a、miR-204
および miR-221の血漿中濃度は本法では検出
限界付近の濃度であった。一方で miR-223 は
血漿中において高濃度で検出された(図 2)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 臓器特異的発現した miRNA の血漿発現解析 
 

(4)成果のまとめ 
組織発現解析の結果、他の組織と比較し脳、

心臓、肺、肝臓および腎臓でそれぞれ特異的
な miRNA が高発現していた(図 3)。これらの
うち、7 種の miRNA の血漿での発現量は極め
て低かったのに対し、miR-223 は高い発現量
を示した。以上、本研究より、イルカの組織
で特異的に高発現する miRNA を同定し、その
多くは血中濃度が極めて低値であることが
明らかとなった。本研究で同定された組織特
異的に高発現するmiRNAはイルカの臓器特異
的なバイオマーカーになることが期待され
る。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 イルカの臓器特異的バイオマーカーの候補 
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