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研究成果の概要（和文）：　僅か数１００μLの眼疾患患者由来前房水から微量のRNAを抽出し、次世代シーケン
サーなどを用いた網羅的なRNA解析を試みた。１つの臨床検体から約３６０種類のmicroRNAを検出することに成
功し、そのうちの約３分の１が白内障8検体で共通して検出された。これらの中で発現量上位４０位のうち７５
％が研究期間中に報告された他研究と一致していた。サンプルを混合せずに個別に網羅的解析を試みた研究とし
ては、研究期間初期に報告した我々のマイクロアレイ解析が初めてであり、また、次世代シーケンサーによる解
析規模は最も大きい。さらに、周辺研究として、微量RNA解析手法や病態モデル評価法を検証し、基礎的知見を
得た。

研究成果の概要（英文）：We extracted a trace amount of RNA from anterior aqueous humor from patients
 with ophthalmopathy of just a few 100 μL and tried comprehensive RNA analysis using next 
generation sequencer etc. About 360 kinds of microRNAs were successfully detected from one clinical 
specimen, and about one third of them were commonly detected in eight cataract specimens. Of these, 
75% of the top 40 in expression levels were consistent with other studies reported during the study 
period. As a study that tried comprehensive analysis individually without mixing samples, our 
microarray analysis reported at the beginning of the research period is the first time, and the 
analysis scale by the next generation sequencer is the largest. In addition, as a surrounding study,
 we have examined microRNA analysis method and pathology model evaluation method and obtained basic 
knowledge.

研究分野： トランスレショナルリサーチ
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１．研究開始当初の背景 
 MicroRNA（miRNA）は短鎖 RNA の主
要な成分で、18〜25 塩基長の一本鎖
noncording RNA である。多種多様な生物
で存在することが明らかにされており
（Bartel DP et al. Cell 2004 など）、次世
代シーケンサーの開発により解析研究が加
速され、研究費申請時点までに 2019 種類
のヒト miRNA が確認されていた。 
 MiRNA は、細胞内において主に RNA
干渉様の作用によって、塩基配列の相補性
を示す mRNA の発現を抑制することが知
られていたが、2008 年前後に体液中にも安
定的に存在することが明らかになり、侵襲
の少ない新規バイオマーカーや創薬標的探
索の魅力的なソースとして着目され、癌分
野を中心に近年盛んに研究が行われている
(Cortez MA et al. Nat Rev Clin Oncol 
2011, Weiland M et al. RNA Biology 
2012)。2010 年以降、血清以外にも眼由来
成分も含む様々な体液（尿、母乳、前房水、
硝子体など）に miRNA が存在することが
定量的 PCR 法で確認されている（Weber 
JA et al. Clin Chem 2010 など）。 
 前房水は、角膜と水晶体の間に存在する
体液で研究や検査目的で採取されている。
他と比較して前房水は眼外から隔てられた
成分であるため、眼疾患に特異性の高い分
子を探索する目的において魅力的なバイオ
マーカーソースである。しかし、前房水研
究においては、RNA より安定なタンパク
質の解析研究が主流であり（Kunikata H, 
Tanaka Y et al. AJO 2013）、また、一度の
サンプリングで採取できる前房水の量が僅
か数１００μL であることから網羅的な分
子探索は困難であった。 
 前房水中 RNA の網羅的解析研究につい
ては、研究開始までに 1 例のみで（Jeffrey 
JD et al. Exp Eye Research 2012）、RNA
量を確保するために 5 人の白内障患者サン
プルを混合して定量的 PCR 法で 100 種類
程度確認したに留まっていた。バイオマー
カーや創薬標的として活用するには様々な
疾患の患者サンプル１つ１つを解析して疾
患特異的な miRNA を明らかにする必要が
あると共に、微量な RNA サンプルを解析
するために、より適切な解析手法の開発が
必要であった。 
 また、分泌型 miRNA に関しては癌を中
心に疾患ごとに発現プロファイルが異なり、
これらが細胞間の情報伝達に関与し、腫瘍
の転移や潤滑などへの関与することが指摘
されているが具体的な機能を詳細に解明し
た例はごく僅かである。この様な機能解析
には、病態モデル動物を用いた研究が不可
欠である。特に中途失明原因第１位の緑内
障研究においては、有効な治療法のない非
眼圧依存性の病態モデルの開発と、評価方
法の確立が欠かせない。 
 

２．研究の目的 
 本研究の主たる目的は、眼疾患患者由来の
前房水に含まれる RNA を、次世代シーケ
ンサー等の最新技術を用いて、患者毎に網
羅的に解析できるか否かを検証することで
あった。また、副次的目的として、前房水
中に含まれる微量な RNA を解析する方法
の工夫や、機能を検証するため、非眼圧依
存性緑内障モデルの検証、病態モデルにお
ける RNA 発現制御実験などの関連研究を
推進することを掲げた。 
   
３．研究の方法 
 本研究では、項目①：緑内障患者、白内障
患者からの前房水採取及び RNA 抽出、項目
②：マイクロアレイや次世代シーケンサー解
析の条件検討、微量解析キットやプロトコル
の検証、項目③：緑内障、白内障の網羅的な
解析、項目④：非眼圧依存性緑内障モデルと
して、マウス視神経挫滅モデル評価系の確立
と、RNA 発現制御実験、以上を軸に実験を
進めた。 
・ 倫理：臨床検体を扱う研究においては、

東北大学医学部倫理委員会及び理化学研
究所の倫理委員会の承認を得て実施され
た。また、動物実験においては、東北大
学総長の承認を得て実施された。 

・ 対象症例：研究開始以前に採取した症例
に加えて、研究期間内に、原発解放隅角
緑内障 10 例、正常眼圧緑内障 10 例、白
内障 10 例を採取することを目標とした。 

・ 前房水サンプル採取と RNA 抽出：図１
の様に、前房水は治療のために緑内障手
術もしくは白内障手術を施行される症例
からのみ手術開始時に 100-150 μl 採取
し、直ちに氷冷し、遠心処理（300 g）を
行なって細胞成分を取り除いた液成成分
から total RNA 抽出キット（miRNeasy 
mini kit, Qiagen）の QIAzol と混合して
-80 ℃で保存した。凍結したサンプルを
解凍して抽出キットで total RNA を抽出
する。バイオアナライザを用いて RNA
のサイズ分布とRNA抽出量を評価した。 

 

図１.前房水からの RNA 抽出方法について. 
 
 
 



・ Small RNA-seq: TruSeq Small RNA 
Library Prep Kit を用いてシーケンシン
グ用のライブラリーを作製し、HiSeq 
2000 を用いて解析した。 

・ HiSeq2000 で得られたデータを、CLC 
Genomics Workbench(CLC bio 社)を用
いて miRBase に登録されている既知の
miRNA 配列にマップした。 

・ 動物モデルに関しては、マウス視神経挫
滅モデルの網膜内の転写産物解析や網膜
神経節細胞死の評価方法について検証し
た。 

 
  
４．研究成果 
・ヒト前房水からの miRNA 抽出とマイクロア
レイ解析. 
  図１の方法にてヒト前房水から抽出した
RNA は、図２に示す様に２００ nt 以下で、
検出限界以下の参考データであるが、平均約
５ng 程度であった。本研究の準備として、先
行して実施したマイクロアレイ解析では、図
３に示す様に、１検体につき、約５００種類
の miRNA が検出された。しかしながら、マイ
クロアレイ解析では偽陽性を否定すること
が困難である。より厳密なデータを得るため
に、次世代シーケンサーを活用した解析を推
進することとした。 
 

図２. バイオアナライザによる前房水から
抽出した RNA の評価. 
 

図３. 前房水のマイクロアレイ解析. 

・ヒト前房水由来 miRNA の次世代シーケンサ
ーによる解析. 
 次世代シーケンサーによる解析を行った
のは、表１の１４サンプルである。１サンプ
ルにつき平均約１３５０万リードが検出さ
れ、その中の平均約１０万リードが miRBase
にマップされた。検出されたmiRNAの種類は、
約３６０種類と、マイクロアレイ解析よりも
３０％程度少なかった。 
 研究開始時点では次世代シーケンサーに
よる miRNA の解析例はなく、患者毎の解析も
世界初であった。しかしながら、研究実施中
に混合サンプル中の exosomal RNA の解析
（W.M. Dismuke, et al. Experimental Eye 
Research 2015, 132, 73-77）や、４例の患
者毎の解析例（T. Wecker, et al. IOVS 2016, 
57, 1706-1713）が報告された。個別に解析
している後者の報告において、miRBase にマ
ップされたmiRNA数が２万リード程度であっ
たのに対して、我々のデータでは前述の通り、
１０万リードと５倍程度多く、本研究の方が
感度良い実験データが得られた。 
 
表１. 次世代シーケンサーで解析した症例
と、miRBase へのマッピング.  

 

 
図 4. 白内障患者に共通して検出された
miRNA の数. (A)女性⒋例のベン図、（B）男性
４例のベン図、（C）女性共通発現 miRNA と男
性共通発現 miRNA のベン図、（D）ヒストグラ
ムによる表記. 
 



表２.白内障８症例で共通検出された miRNA
群のうち発現上位４０位.  

 
 
 症例数の多い白内障サンプルにおいて、共
通して検出された miRNA の種類を調べた（図
４）。すると、女性４例、男性４例で共通し
て検出された miRNA は、それぞれ１５０種類
（図４A）と１４７種類（図４B）であった。
男女合計８例で共通して検出されたのは１
２６種類（図４C）で、各サンプルで検出さ
れた miRNA のうち３０％-６０％を占めた。   
 白内障８症例で共通して検出された miRNA
（図４C）のうち、発現量が大きいものから
４０位までを表２に示す。上位１２位までは、
前述した W.M. Dismuke ら、または T. Wecker
らの解析において、主要な成分として検出さ
れた miRNA 群と一致しており、再現性が確認

された。表２中で、グレーでハイライトした
１３種類の miRNA に関しては、今回我々の研
究で新たに検出された主要な共通発現分子
である。 
 一方で、緑内障群と白内障群を比較したと
ころ、発現量の平均が２倍以上であり、なお
かつ p 値が 0.01 未満の miRNA は、本研究で
は検出されなかった。感度や定量性の高い検
出方法の導入、症例数の追加等の工夫が今後
必要である。 
  
・新しい微量短鎖 RNA の検出に関する検討 
 微量の短鎖 RNA を解析するため、図５の様
なテンプレートスイッチ法を応用した新し
いシーケンスライブラリー作成方法を検討
した。しかしながら、研究期間中に同様のコ
ンセプトのキット（SMARTer smRNA-Seq）の
販売が始まったため、中止して、このキット
の性能評価を行なった。 

図５. 検討した新しい微量短鎖RNA解析用ラ
イブラリー調整スキーム. 

図６. TruSeq と SMARTer との比較. ヒト脳由
来 total RNA の Small RNA-seq 解析. MiRBase
にマップされた miRNA の比較. 
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 本研究で、前房水中の RNA 解析に使用した
TruSeq と、SMARTer キットを使用して、ヒト
脳由来 total RNA からシーケンスライブラリ
ーを作成してmiRBaseにマップした。すると、
図 6の様に、初期の total RNA 量が 10 ng  
以下の条件において、SMARTer キットの方が、
miRBase マップ数が２倍以上も多かった。特
に、total RNA 量が少なくなるほどその差は
大きくなり、0.1 ng においてその差が６倍に
達した。SMARTer キットは、微量の miRNA を
解析するのにより適している。 
 
・動物モデルの検証 
 研究代表者の異動に伴い動物モデルでの
検証は中止したが、異動前まで視神経挫滅モ
デルに関する評価方法の検証を実施した。In 
vivo イメージングによる簡易的な網膜神経
節細胞死の定量方法や、網羅的な RNA 解析に
よる網膜神経節細胞障害マーカーの探索な
どを行いそれぞれ論文として報告した。 
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