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はじめに

生体の働きは，遺伝子の発現によりタンパク質が合成されて支えられている．その異常を捉えることは，

遺伝性疾患や後天的な遺伝子異常で引き起こされる腫瘍のみならず様々な病態を的確に診断し最適の治療

法を選択できることを可能にした．さらに，多くの遺伝子の発現が細胞内や様々な体液中に存在する

microRNA（miRNA）により調節されていることが明らかになってきた1)2)．miRNAは個体発生，細胞増

殖・分化，アポトーシス，腫瘍化に関与していること，腫瘍や心血管疾患，代謝疾患などで病態特異的に

変化していることが報告され，新世代のバイオマーカーや治療法として注目されている3)．

サラセミア（地中海貧血）は全世界で罹患者が最も多い遺伝性疾患の一つであり，主に熱帯・亜熱帯地

域に居住している人々が高率に罹患している先天性貧血である4)5)．毎年 6万人の重症型サラセミアの新

生児が出生している．死産，流産が多い上に，出生しても重度の鉄過剰症，輸血依存性貧血となり熱帯・

亜熱帯地域の国民の健康を著しく損ねている．サラセミアを代表とするヘモグロビンの合成や構造異常は，

1970 年代に分子診断が導入されて臨床応用された初めての疾患であるが，治療は生涯にわたる赤血球輸血

と鉄過剰症の予防のための徐鉄療法に依存しており，分子レベルの決定的な根治療法は未だ開発されるに

至っていない．

我々は過去 10 年間，タイ国マヒドン大学など ASEAN諸国の大学との共同研究として，いわばアジア

保健学の課題の一つであるサラセミアのmiRNAを解析し，新たなバイオマーカー・治療法の開発を試み

てきた．本稿では，サラセミアを概説しmiRNA解析の有効性について紹介する．

1．サラセミア

赤血球の主成分であり酸素運搬を担っているヘモグロビン（hemoglobin, Hb）の遺伝性疾患は，人の遺

伝性疾患のなかでも罹患率が最も高いものの一つである6)（図 1）．全世界で年間約 300万人の罹患児が出

生している．サラセミアでは，Hb を構成するα-グロビンまたはβ-グロビン遺伝子の異常により，それ

ぞれα-サラセミア，β-サラセミアを発症する（図 2）．β-グロビン遺伝子の発現が欠失したものをβ0-

サラセミア，正常のβ-グロビン蛋白の発現量が低下しているものをβ+-サラセミアと分類する4)5)．β-

サラセミアを罹患した年間新生児は約 40 万人と推定されている．β-サラセミアは，世界保健機関

（World Health Organization : WHO）による区域別出生数調査では東南アジアと東地中海に最も多く，東

南アジアとの交流が盛んになるわが国にとっては大変身近な疾患である6)（図 3）．β-サラセミアには 200

種以上の異なる遺伝子型があるとされるが，いずれも，グロビン遺伝子の転写，RNAプロセッシング，

mRNAからグロビン蛋白への翻訳を障害する突然変異である．点突然変異は遺伝子そのものか，その近
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傍で発生している．グロビン遺伝子の欠損も報告されている．これらの遺伝子型の中でも高頻度に見られ

るのは数種類である．サラセミア病態の発症にはグロビン遺伝子の突然変異によるグロビン蛋白の異常も

関与する．たとえば，2つのβ-グロビン遺伝子の一方のみが異常であるヘテロ型β-サラセミアに，もう

一方のアレルに HbE異常を持った場合（HbE-thalassemia），重症のサラセミアとなることが多い7)（表 1）．

その他，グロビン遺伝子は正常であるが，その調節領域の異常により発症する例がある．一方，β-グロビ

ン遺伝子異常と同時にγ-グロビン遺伝子発現を亢進させる遺伝子異常が存在すると，胎児 Hb（α2β2）

が形成され過剰のα-グロビンが減ることにより貧血を軽症化させる．

サラセミアは全世界で罹患者が最も多い遺伝性疾患であり人口の 1.5％はβ-サラセミアの保因者と推

定されている．主に熱帯・亜熱帯地域に居住している人々が高率に重症型に罹患している先天性貧血であ

る．具体的には，地中海地方，アフリカ，中東，インド，東南アジア，中国南部などに重症型の罹患率が

高く，マラリア感染症の流行地と重なっていることはよく知られている6)．毎年 6万人の重症型サラセミ

アの新生児が出生しており，さらに死産，流産が多い上に，出生しても重度の鉄過剰症，輸血依存性貧血

となり熱帯・亜熱帯地域の国民の健康を著しく損ねている．Hb 異常症全体で最も多いのは鎌状赤血球症

（SS diseaseと SC disease）であり，β-サラセミア，HbE/β-サラセミアがあわせてその 4分の 1の頻度で
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図 1 Hb 異常症の区域別人口（2003）
数値は百万人，対象疾患は Hb S, Hb C,
Hb E, Hb D etc. β-サラセミア, α0-サラ
セミア．（Modell & Darlison, 2008より）

図 2 ヘモグロビンの合成経路（Higgs et al. 2012より改変4))

表 1 主な異常ヘモグロビン症の年間出生数

疾 患 年間出生数

β-thalassemia major 22,989

HbE/β-thalassemia 19,128

HbH disease 9,568

Hb Bart hydrops（α0/α0) 5,183

SS disease 217,331

S/β-thalassemia 11,074

SC disease 54,736

SS : sickle cell anemia, SC : sickle cell

(Weatherall, 2010より）



見られる．The Thalassemia International Federation によれば，少なくとも 20万人のサラセミア患者が

登録され治療を受けている．サラセミアを代表とするヘモグロビンの合成や構造異常症は，ヒトの疾患と

しては初めて遺伝子病として同定された．しかし，治療は未だに生涯にわたる赤血球輸血，無効造血と頻

回の輸血による鉄過剰症の予防に依存しているのみで，分子レベルの決定的な根治療法は未だ開発される

に至っていない．近年では，流行地の国々の急速な発展が罹患者の全世界への移動をもたらし，もはや限

られた地域の遺伝疾患ではなくなりつつある．サラセミアの予防とコントロールは世界的に共通した重要

な課題である．

正常造血ではα-グロビンとβ-グロビンの産生量は 1：1とバランスがとれている．β-グロビン遺伝子

は第 11番染色体上に位置し，1つのβ-グロビン遺伝子のみ異常となっても治療の対象になるほどの症状

は生じない（β-サラセミア保因者）．2つのアレルが異常を持った場合に貧血が生じる．β-サラセミアで

はβ-グロビンが十分量産生されないためα/β比が 1以上となり，赤血球内に過剰のα-グロブリンが存

在することになる．過剰のα-グロブリンは細胞内で沈殿して赤芽球を破壊し，結果として骨髄内の無効

造血を生じる（図 4）．そのため，小球性低色素性貧血，脾腫，赤芽球過形成骨髄とそれによる骨変形・破

サラセミアのmicroRNA異常 25

図 3 WHOによる区域別β-サラセミア推定年間出生数
(Modell & Darlison, 2008より）

図 4 サラセミアの病態



壊，基礎代謝亢進，鉄過剰症が合併する．これらは複数の臓器に障害を引き起こす4)5)．遺伝子型と臨床像

が一致しないことも観察される．たとえば，同じ遺伝子異常をもちながらある症例は輸血依存性の重症型

であるのに，他の症例では輸血を必要としない軽い臨床像を呈することもある．まだ解析できていない遺

伝子異常が介在している可能性があり，将来的には重症型も治療により軽症型へと変化させることが可能

かもしれない．臨床像を修飾するもので明らかにされているものとして，α-サラセミアの合併を挙げる

ことができる．β-サラセミアの遺伝子異常にα-サラセミアが合併することでグロビン産生比が 1：1 に

近づき過剰のα鎖が減少することで臨床像が軽症化する．次に挙げられる病態としては，γ-グロブリン

産生過剰状態の合併である．γ-グロブリン鎖はβ-グロブリンの代わりにα鎖と結合し胎児ヘモグロビン

（HbF）を形成して安定化する．一方，先述の HbEなどの異常 Hb症の合併でも臨床像が重症化すること

がある．その他にも，ビリルビン代謝に関与する UGT1，鉄代謝に関与するHFE，骨代謝関連遺伝子とし

てのビタミンD受容体遺伝子やエストロゲン受容体遺伝子，心機能に影響を持つ APOE ε 4 などの関与

が知られている4)8)9)．我々は，posttranscriptional な遺伝子発現調節を担うmiRNAがサラセミア病態の

修飾因子である，との仮説に基づき研究を進めている．

2．microRNA（miRNA）

【microRNAの生成】

miRNAの遺伝子はゲノムの非コード領域に位置している．複数のmiRNAがごく近傍に位置しゲノム

上にクラスターを形成している場合も多い．miRNAの転写は，転写因子によりコントロールされている．

miRNAまたはmiRNAクラスターは，やや長い前駆体として生成される（primary miRNA : pri-miRNA）

（図 5）．pri-miRNAは，核内に存在する RNA分解酵素，DROSHAにより個々のmiRNA前駆体として切

り出される．切り出されたmiRNAは stem and loop構造を持っており precursor miRNA（pre-miRNA）
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図 5 miRNAの合成経路
miRNAはゲノムから pri-miRNA（primary miRNA）として転写され，
核内の RNA分解酵素，DROSHA により切断され，より短い pre-miR-
NA（precursor miRNA）となる．pre-mRNAは核内蛋白である Expor-
tin5 により細胞質へ運搬される．多くの pre-miRNAは細胞質内に存在
する Dicer により短い 2 重鎖 RNA となる（Dicer 依存性合成経路：
canonical pathway）．miR-451 などごく一部の miRNAは，細胞質内の
Ago2（Argonaute2）により 2 重鎖 RNAとなる（Dicer非依存性合成経
路：non-canonical pathway）．いずれの経路においてもアンチセンス鎖
が成熟 miRNA となり，細胞内の蛋白複合体，RISC（RNA-induced
silencing complex）に結合して標的mRNAを切断または翻訳阻害により
抑制的に制御する．



と呼ばれる．pre-miRNAは核内に存在する exportin5蛋白と結合し細胞質へと運ばれる．pre-miRNA

は，細胞質内でRNA分解酵素，Dicer の作用を受け stem and loop構造から loop構造を切りとられ，stem

構造を形成していた 2 重鎖 RNA が分離する．アンチセンス鎖は，細胞質に存在する RISC 複合体

（RNA-induced silencing complex）と結合し，成熟したmiRNAとして機能する3)10)．センス鎖は不安定

であり急速に分解され細胞から消失すると考えられていたが，アンチセンス鎖由来のmiRNA（-3p）とは

別の標的遺伝子を認識する miRNA でもあり，miRNA の名称の末尾に-5p をつけて標記することとなっ

た．RISC 蛋白と結合した成熟 miRNA は，配列特異的に標的 messenger RNA（mRNA）の 3}-un-

translated region（3}-UTR）領域に結合する．miRNAの配列のなかでも，標的mRNAを認識する際重

要な配列は 7-8個の塩基で構成され seed領域と呼ばれている．その前後に 1ないし 2塩基の標的とのミ

スマッチ配列が存在し，標的mRNAと結合した際にバルジを形成する．バルジの存在は，より多くのｍ

RNA の塩基配列を認識し標的とすることを可能としている11)12)．一つの miRNA の標的遺伝子は

200〜400 種類の標的mRNAを持つと想定される．それぞれのmiRNAの標的遺伝子については，Target

Scan（www.targetscan.org）などで検索できる．一方，単一の遺伝子には数個のmiRNA結合部位が存在

している．従って，miRNAと標的遺伝子は相互に複雑な制御ネットワークを形成している．標的mRNA

の 3}-UTRと結合したmiRNAは，mRNAを分解したり，mRNAからの翻訳を阻害することで標的遺伝

子の発現を抑制的に調節している1)2)．最新のmiRNA のデータベースは，miRBase（http://microrna.

sanger.ac.uk/）で確認できる．2014 年の最新版（v.21）では，2603 種のヒトmature miRNAが登録されて

いる．それぞれのmiRNAはmiRという略号に数字を付してネーミングされる．

【造血機構の制御】

in silico解析によると，ゲノム上の遺伝子の約 60％はmiRNAの標的と考えられ，動物モデルにおける

miRNA合成に関与している酵素のノックアウトは致死的である．動物モデルにおける研究で，骨髄移植

による造血の再構築は Dicer のノックアウトにより障害されること，RISC 複合体の重要な成分である

Argonaute2（Ago2）のノックアウトは Bリンパ球，赤血球産生を抑制してしまうこと，などからmiRNA

が造血機能にも不可欠の遺伝子であることは明らかである11)13)．ヒト CD34陽性造血細胞では 33 種類の

miRNAが高発現している．幹細胞レベルで発現しているmiRNAプロフィールは，それぞれの細胞系統

特異的な発現プロフィールへと変化する．miR-150はリンパ系細胞の分化過程で，miR-146は Tリンパ

系で高発現している．miR-223 の発現は転写因子である PU.1，C/EBPβ，や NFI-A，C/EBPαで調節さ

れており，顆粒球産生機構に関与していることが判明している．その他，顆粒球・単球系造血ではmiR-21，

miR-196b，miR-424，miR-17-5p/20a/106a などの関与が報告されている．慢性リンパ性白血病では，

miR-15，miR-16 の異常のため標的遺伝子である BCL-2 が高発現し発症すると考えられる14)15)．

【赤血球産生に関与するmiRNA】

赤芽球系造血に関与するmiRNAとして，c-kit遺伝子を標的とするmiR-221/222，LMO2遺伝子を標的

とするmiR-223，activin受容体遺伝子を標的とするmiR-24，myb遺伝子を標的とするmiR-150，トラン

スフェリン受容体遺伝子を標的とするmiR-320，ヘモグロビンスイッチングや低酸素への反応に関与する

miR-210，などがあげられる13)16)17)．しかし，これらのmiRNAは必ずしも赤芽球系造血特異的ではない．

一方，miR-451は赤血球系細胞で特異的に高発現しているmiRNAである．ゼブラフィッシュやマウス

では，miR-451 のノックアウトで成熟赤血球の産生が阻害され，重症の貧血が出現する17)~20)．我々の観

察では，ヒト赤芽球系前駆細胞の分化成熟過程で，miR-451 が約 250倍 up-regulateされることを報告し

た21)．一方では細胞増殖に関与するmiR-155は著明に down-regulateされ，miR-451とmiR-155 の相対

発現量は赤芽球系分化のステップを反映すると考えられた21)（図 6）．循環赤血球はmiR-451 を顆粒球に

比し約 1万倍豊富に含有しておりその生理的機能が注目される．miR-451 が後期赤芽球系造血に必須で

あることは，前述のノックアウト動物の結果や，in vitro での赤芽球系分化誘導実験で明らかであるが，赤
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芽球系細胞におけるその標的遺伝子は未だ明らかではない．最も知られた miR-451 の標的遺伝子は

YWHAZ（14-3-3-ζ）である．YWHAZは，酸化機構に関わっている分子であり，miR-451は YWHAZ

の発現を調節することで赤芽球系細胞の酸化還元システムに関与している可能性がある22)．

3．サラセミアでのmiRNA異常

サラセミアなどHb 異常症は遺伝子異常による疾患群であり，遺伝子発現調節に関わるmiRNAの発現

異常も報告されている．鎌状赤血球症では赤血球内miR-320量が正常者赤血球より低下しており，標的

であるトランスフェリン受容体遺伝子の高発現を生じることが，赤芽球系造血亢進のメカニズムの一つと

示唆された23)．同じく鎌状赤血球症赤血球内のmiR-451量とmiR-223量が正常者より著明に増加してい

ることも報告されている．増加したmiR-451はマラリア原虫の Plasmodium falciparum の増殖を抑制す

ると報告され，鎌状赤血球症が持つ重症マラリアへの耐性機序の一つではないかと推測される23)．サラセ

ミアの赤芽球系細胞ではmiR-210 の発現がγ-グロビン発現の亢進と相関しており，miR-210は胎児ヘモ

グロビン（HbF）の発現調節機構に関与している可能性がある24)．

我々は，グロビン遺伝子異常による先天性貧血であるβ-サラセミアでは，早期の赤芽球系分化段階で

miR-451 の発現が亢進していることを明らかにした25)（図 7）．後期の赤芽球系造血に必須のmiR-451 が

なぜ早期の前駆細胞レベルで高発現しているのか，その生物学的意義は未だ明らかでないが，後期の赤芽
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図 6 正常ヒト赤芽球系前駆細胞の分化に特異的に発現する
miR-451
A：赤芽球系前駆細胞の形態学的成熟．

B：miRNAの発現
miR-451 は day 3 発現量に対する相対発現量，miR-155
は day 12 発現量に対する相対発現量を示す．（Masaki et
al., 2007より）

未分化細胞，　　　好塩基性赤芽球，　　　多染性赤芽球，
正染性赤芽球，　　　 ベンチジン陽性細胞



球系造血に必須であるmiR-451 の異常は，赤芽球の崩壊が亢進するβ-サラセミアの病態に関与している

と示唆され，サラセミアの新しいバイオマーカー開発や新規治療への応用が期待される．

miR-210は低酸素で発現するmiRNAであり，細胞を低酸素状況に適応させ生存可能にしている26)．そ

の発現はHIF-1（Hypoxia Inducible Factor-1）で誘導されている．一方，ミトラマイシンで分化誘導され

た白血病株化細胞，K562 でγ-グロビンの発現と相関してmiR-210 の発現が生じる24)．マウスの赤芽球

系造血の過程でも miR-210 発現が誘導される．これらのことから，miR-210は赤芽球系造血において発

現しており，低酸素状態で発現が増強する重要な分子である．我々は，赤芽球の崩壊による無効造血と貧

血による慢性の低酸素状況にあるサラセミアの赤芽球前駆細胞でのmiR-210 発現を解析した27)．サラセ

ミアにおける赤芽球系分化過程でのmiR-210 発現は，正常者より 4.9倍 up-regulateされ，低酸素培養下

ではこの up-regulationはより増強した（図 8）．anti-miR-210処理によるmiR-210 の発現を阻害すると，

細胞増殖，α，β，γ-グロビン発現が低下した．これらの結果より，miR-210 発現は，サラセミアにおけ

る赤芽球系造血亢進のメカニズムの一つと考えられた．

miRNAは遺伝子発現の調節因子であり，多くの病態では反応性変化を示していると考えられる一方で，

染色体異常により生じたmiRNAの切断，欠損が第一義的な遺伝子異常となり発症する慢性リンパ性白血

病のように，miRNAそれ自体の異常による病態も存在する．サラセミアにおいて同じ遺伝子型を持ちな

がら臨床像，重症度が異なる症例で，グロビン遺伝子異常への付加的遺伝子異常としてmiRNA以上が関

与している可能性があり，今後，サラセミアにおけるさらなるmiRNA解析がより深い病態把握を可能に

すると期待される．

【バイオマーカーとしてのmiRNA】

miRNAは細胞から放出され，細胞外 miRNAとして細胞間相互作用に関与したり，排泄されている．

したがって，血液をはじめ尿，便，などほぼ全ての体液でmiRNAは検出される．これらは，極めて安定し

た分子として存在し，様々な病態を反映したり疾患特異的なプロフィールを持って変動することから新世

代のバイオマーカーとして注目されている28)29)．なかでも血漿 miRNAは比較的少ない侵襲で測定でき

ることからバイオマーカーとしての解析が進んでいる30)31)．赤芽球系細胞に特異的に発現している

miR-451と，未分化な造血細胞に発現している miR-155 の解析から21)，赤芽球が崩壊する無効造血では，

血漿miR-451とmiR-155 が上昇し，一方，成熟血球が崩壊する溶血性貧血では血漿miR-451 のみが上昇

サラセミアのmicroRNA異常 29

図 7 β-サラセミア/HbE 症の赤芽球系分化における
miR-451 発現異常
day 7 における発現量に対する相対発現量を示す．
（Svasti et al., 2010より）

図 8 低酸素培養でのmiR-210 発現亢進
正常者およびβ/Eサラセミア症例の赤芽球系前駆細
胞培養系でmiR-210 の発現を RT-qPCR で解析した．
let-7 miRNAに対する相対発現量を示す．（Sarakul et
al., 2013より）



すると予測し，サラセミア患者血漿で，miR-451とmiR-155 が有意の相関を持って上昇していることを確

認した（日本血液学会発表，論文投稿中）（図 9）．血漿中のmiRNAは，exosome，microparticle（MP），

アポトーシス小体などの小胞内miRNAとして，また，HDL結合miRNA，Ago2 結合miRNAとして存在

している30)32)33)．これらは安定なmiRNAとして運搬されており，室温や冷凍保存で長期間安定であり，

バイオマーカーとして優れている30)．一方，血漿 miRNA測定法に関してはまだ標準化が進んでおらず，

施設間はもとより世界的なデータを比較することが難しい．preanalytical な項目としては，血漿か血清か，

採血法，血漿（血清）分離法，保存法，miRNA抽出法，の統一，analytical な項目としては，miRNA抽出

法，増幅法，内部コントロール，基準値，などの統一が喫緊の課題である34)35)．

【治療薬としての可能性】

腫瘍においては特定の遺伝子異常が腫瘍病型決定に関与しており，遺伝子異常の同定は診断と治療方針

決定，予後推定に重要であることを示してきた．慢性リンパ性白血病ではmiR-15, miR-16 の欠損，不活

化があり白血病化機構の重要なイベントである．このような直接的なmiRNA異常が無い場合でも遺伝子

発現の制御分子であるmiRNAは，遺伝子異常で生じる病態の新しい治療薬として大きな可能性を示して

いる36)．サラセミアでは，α-グロビンとβ-グロビンの産生に不均衡が生じて病態が発症するので，例え

ばβ-サラセミアでは，α-グロビン鎖の合成を抑制するmiRNAは治療薬としての可能性を持つ．今後の

さらなる基礎研究が有効なmiRNA治療薬を産み出すことが期待される．

おわりに

サラセミアは熱帯地域，亜熱帯地域に分布する遺伝性の貧血疾患である．特に東南アジア地域では罹患

率が高く，この地域の人々の健康な社会生活に重大な影響を持っている．近年のアジア・アフリカ諸国の

文化的・経済的発展に伴う人々の交流の増大により，サラセミアは世界へと広がりつつある．遺伝疾患と

して最も早くから解析されていたサラセミアに，現代ではmiRNA解析による新たなアプローチが加わっ

ている．より感受性と特異性が高い安定したmiRNA解析が確立され，新規治療法開発への突破口となる

ことを期待したい．
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図 9 無効造血のバイオマーカーとしてのmiRNA
β-サラセミア等の病態で生じる無効造血では，骨髄中で赤芽球が崩
壊する．赤芽球系細胞特異的なmiR-451と共に，赤芽球では発現し
ているが成熟赤血球には存在しないmiR-155 が血漿中へ放出される．
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