
癌の一般病理診断はホルマリン固定・パラフィン包埋（FFPE）組織を
用いて行われており、この固定方法がRNAの変性を引き起し、遺伝子
発現解析などのゲノム解析に不利益を及ぼしていると考えられている。
今回、FFPE 組織から抽出した total RNA を用いて microRNA
(miRNA) の網羅的な発現解析を施行し、FFPE 組織を用いた miRNA
解析の有効性について検証を行った。解析の結果、RNU遺伝子などの
small RNA の発現が確定できた FFPE 組織検体においては十分に
miRNAの発現プロファイリングが可能である事が示された。

はじめに
ポストゲノムシークエンス時代において、遺伝子の新たな発現調節機構としてタ
ンパク質をコードしない機能性 RNA の存在が示され解析が進んでいる。機能性
RNA の中で 19-23 塩基の短鎖 RNA 分子である microRNA（miRNA）は、
タンパク質コード遺伝子の発現を翻訳後あるいは転写レベルで制御していること
から注目されている分子である ( 文献 1、2)。疾患との関連では、miRNAの発
現異常は細胞内におけるタンパク質の撹乱を引き起こし、癌などの疾患に重要な
役割を担っていることが報告されている(文献3)。

近年のゲノム科学の解析手法進展により、癌の臨床検体からゲノムワイドに遺伝
子やタンパク質の発現を解析することが可能となり「癌のプロファイリング」が
盛んに行われている。この様な解析においては、「可能な限り RNA 分子の分解
を防ぎ解析する」という事が重要視されている。一方、一般臨床における癌の診
断においては、ホルマリン固定・パラフィン包埋（FFPE）組織を用いた病理組
織学的診断が中心である。これまで多くの臨床検体が病理標本として FFPE 組
織として保存され、多くの知見を蓄積してきたが、「核酸解析対象とする遺伝子
解析には不向きである。」との見解が通念である。

そこで本研究では、同一部癌患者由来の FFPE 組織と凍結組織からそれぞれ抽
出した RNA を用いて、miRNA 発現プロファイルを取得し（Human 
MicroRNA Array v1.0 Early Access：Applied Biosystems）、FFPE 組
織を用いたmiRNA解析の有効性を検討した。

対象および方法
１．癌組織からのRNA抽出
癌患者から手術切除された癌部組織 5 症例を対象とした。手術切除組織を 2 群
に分割し、一方は凍結組織として直ちに液体窒素にて凍結した。もう一方は病理
診断のため通常のホルマリン固定しパラフィン包埋ブロックを作製した。凍結組
織は、約 5mm3 から mirVana™ miRNA Isolation Kit（Ambion）を用いて
microRNAを含むtotal RNAを抽出した。FFPE組織は、病理診断を施行した後、
約 1.5cm2 の組織を含むブロックから20μm の切片 4 枚 (1.2mm3) を採取し、
RecoverAll™ Total Nucleic Acid Isolation Kit for FFPE（Ambion）を
用いてmiRNAを含む total RNA抽出を行った。
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結果
1．凍結組織およびFFPE組織から抽出した
　　total RNAの質の評価
凍結組織および FFPE 組織から抽出した RNA の収量および
純度を NanoDrop ND-100 を用いて測定した。その結果、
凍結組織 5 症例の RNA 濃度は、Frozen A-1314ng/μl、
Frozen B-1502ng/μl、Frozen C-1160ng/μl、Frozen 
D-1588ng/μl、Frozen E-840ng/μl であり、FFPE組織
5 症 例 は、FFPE A-341ng/μl、FFPE B-102ng/μl、
FFPE C-166ng/μl、FFPE D-128ng/μl、FFPE 
E-894ng/μl であった。

RNA の質を評価するために、電気泳動法による total RNA レ
ベルを解析したところ、凍結組織由来の RNA では 5 症例とも
RINが 7.60～ 8.70、28S/18Sが 1.3～ 1.6と質が高く、
FFPE組織ではRINが2.40～2.60、28S/18Sが0.0(検
出不能 )と質が低かった。

2．癌組織由来RNAの質の評価
癌の手術組織由来 RNA の質の評価として以下の 2 種の方法
を用いた。1)FFPE 組織および凍結組織から抽出した total 
RNA 1 μｌを用いて（NanoDrop ND-1000 を使用）収量
および純度 (OD 260nm / 280nm および OD 260nm / 
230nm) を測定した。2)Agilent 2100 Bioanalyzer によ
る電気泳動法により、エレクトロフェログラム全体から自動的
に質を分類するRNA Integrity Number (RIN) の数値および
rRNA ratio (28S/18S) の数値を得た。

３．リアルタイム定量PCR法によるmiRNAの
  　発現プロファイル
組織から抽出した total RNA、100ng を材料に TaqMan® 
MicroRNA Reverse Transcription Kit（Applied 
Biosystems）用いて 8 種類の primer pool 毎に逆転写反
応を行い、cDNAを得た。この cDNAを鋳型に、Human 

MicroRNA Array v1.0 Early Access（Applied 
Biosystems）で 365 種の microRNA および内部標準遺
伝子の解析を行った。PCR は ABI PRISM® 7900HT
（Applied Biosystems）で 40 サイクル行い、Sequence 
Detector Systems version 2.1 software(Applied 
Biosystems) で解析し、CT 値を得た。得られた CT 値は、
2^(40-CT) でシグナル値に変換しmiRNA 発現プロファイル
とした。同一患者由来の凍結組織および FFPE 組織の発現プ
ロファイルを用いて発現するmiRNA の相関係数を算出した。
また、癌細胞で高発現する miRNA の発現順位について検討
した。さらに選択した miRNA の有効性について臨床検体で
確認を行った。
FFPE 組織および凍結組織のプロファイルから癌細胞で発現
が亢進しているmiR-196a の発現について、20 ペアの臨床
検体を用いてその発現を調べた。

2．凍結組織およびFFPE組織を用いた
　　miRNAの網羅的発現プロファイルの比較
5 組の凍結組織および FFPE 組織について Human 
MicroRNA Array v1.0 を用いた miRNA の網羅的発現解析
を行った。それぞれの同一検体のペアにおいて凍結組織の解
析データを基準として、FFPE 組織の解析データとの相関を調
べた。その結果、Frozen-A・FFPE-A では R2=0.248、
Frozen-B・FFPE-B では R2=0.192 となり相関が得られな
かった（図 1、A-B）。しかしながら、Frozen-C・FFPE-C
では R2=0.849、Frozen-D・FFPE-D では R2=0.835、
Frozen-E・FFPE-E では R2=0.870 と強い相関が得られた
（図1、C-E）。
相関係数の低い A および B の解析について調べてみると、
FFPE-A、FFPE-B においては凍結組織に比べ、全 CＴ値の
平均値が低く、CＴ値が35以内のmiRNAの総数が少ない
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図2 Expression level of small RNAs in FFPE samples

図1 Comparison of signal values miRNA expression assay from paired Frozen and FFPE samples A-E
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図3 Comparison of miR-196a expression level
from normal tissues and cancer tissues
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ことが示された。また、相関係数が高い 3 検体（図 1、C-E）
と相関係数が低い2検体（図1、A-B）について比較検討して
みると、内在性コントロール遺伝子である RNU44、RNU48
およびRNU6Bの発現が著しく低い事が判明した（図2）。

Table 1 : 
Comparison of up-regulated 
miRNAs from paired Frozen and FFPE samples C. 
Common miRNAs were indicated by blue.

hsa-miR-196a
hsa-miR-517c
hsa-miR-96
hsa-miR-432
hsa-miR-650
hsa-miR-33
hsa-miR-512-3p
hsa-miR-520g
hsa-miR-622
hsa-miR-542-5p
hsa-miR-615
hsa-miR-424
hsa-miR-448
hsa-miR-196b
hsa-miR-518b
hsa-miR-450
hsa-miR-381
hsa-miR-183
hsa-miR-519d
hsa-miR-519e

hsa-miR-452
hsa-miR-196a
hsa-miR-105
hsa-miR-33
hsa-miR-215
hsa-miR-424
hsa-miR-432
hsa-miR-34a
hsa-miR-518e
hsa-miR-451
hsa-miR-591
hsa-miR-452
hsa-miR-196b
hsa-miR-31
hsa-miR-339
hsa-miR-183
hsa-miR-98
hsa-miR-518b
hsa-miR-517c
hsa-miR-205

Frozen sample C FFPE sample C

3．凍結組織およびFFPE組織において高発現するmiRNAの比較
凍結組織と FFPE 組織の miRNA プロファイルから同一症例
間で高い相関が得られた症例 C～ E について、凍結組織と
FFPE 組織において高発現する上位 20 番目までの miRNA
について比較検討を行った（Table 1）。症例 Cにおいては上
位 20 miRNA 中 8 の miRNA が、症例 Dでは 2 個、症例
Eでは5個が一致していた。

4．臨床検体におけるmiR-196aの発現
FFPE 組織の解析から癌細胞で miR-196a の発現が亢進し
ていることが見出されたため、臨床検体を用いて検証実験を
行った。20 ペアの癌組織と非癌組織（凍結保存）から得ら
れた RNA を用いて調べた結果、miR-196a は癌細胞で有
意に（p<0.001）発現が上昇していることが判明した (図 3)。

考察
本研究は、同一患者の臨床検体を凍結組織および FFPE 組
織の 2 群に分けて保存し、それぞれの組織から抽出した
total RNAを用いてmiRNA の発現プロファイルの精度を比
較検討した報告である。凍結組織からの miRNA 解析データ
を標準と考えた場合、FFPE 組織から抽出した RNA を用い
ても 5 症例中 3 症例で高い相関が得られた。更に症例 C に
おいては、凍結組織および FFPE 組織の比較において、上
位 20 位以内に 40％の miRNA が一致することが認められ
た。このことは、保存されている FFPE 組織の中には十分に
信用できる解析データが得られる組織検体が存在することを
示しており、従来の「ホルマリン固定組織は遺伝子発現解析
に不向き」という概念を払拭する結果であった。その際、ど
の検体であれば解析が可能であるか、と言う問いに対しては、
RNU 遺伝子などの small RNA の発現をその指標として用
いる可能性が示された。つまり、幾つかの smallRNA の質
の評価法を実施することで、網羅的な miRNA 解析に適切な
FFPE組織検体を区別することができる事が示された。

近年、さまざまな癌種において miRNA の発現異常が見出さ
れており、タンパク質コード遺伝子のみならず miRNA を含
めた機能性 RNA にまで対象と拡大した癌のゲノム研究は不
可欠である。miRNA の特徴の一つは、制御するタンパク質
コード遺伝子がゲノム中に数多く存在する事であり、miRNA
と標的遺伝子の同定は重要な課題である。癌研究においても、

癌細胞で発現が抑制されている miRNA（癌抑制遺伝子とし
て機能する）とその標的の癌遺伝子機能を有する遺伝子の新
たなパスウエイが見出されていており、癌の新規診断や治療
のヒントを与えてくれると期待する。最近、我々も膀胱癌にお
ける癌抑制 miRNA として複数の miRNA を報告している。
これら miRNA の標的遺伝子は高発現することにより細胞増
殖や浸潤能を引き起こすことが判明し、膀胱癌の新たな分子
メカニズムの解明に繋がるものである（文献4）。

これまでに病理診断のために FFPE 組織として保存されてき
た臨床検体を適切に活用することができれば、臨床情報の蓄
積された検体の解析が可能となり時間の壁を越える有用な情
報を現時点で得る事ができる。今回 FFPE 組織からの解析で
選択された miR-196a について検証実験を行った。その結
果、20 ペアの臨床検体においても癌細胞で発現が亢進して
いる事が見出され、FFPE 組織からの解析が十分に再現可能
であることが示された。我々の解析同様に、FFPE 組織から
の miRNA 発現解析が可能であることを示した論文の報告が
相次いで成されている ( 文献 5－7)。意外な事に、FFPE 組
織中で長期間にわたって miRNA が安定に保たれていること
が示されおり、FFPE 組織を miRNA 研究の対象とすること
が示されている。臨床情報の詰まった FFPE 組織を解析の
することで、癌の新たな分子メカニズムの解明と共に、
miRNA の発現情報と病理診断を組み合わせることで新たな
診断法の確立が期待できると考える。
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近年のゲノム科学の進展に伴い、これをサポートするゲノム
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Low Density Array の進化版である Human MicroRNA 
Array v2.0 (Human Array A・Human Array B) がライン
アップされたことである。この Array セットには内在性コント
ロール 4 種を含め 667 種類の microRNA プローブが搭載
されている。現在、サンガーセンターの miRBase Release 
13.0 を覗いてみると、ヒトでは 885 種類の miRNA がアノ
テートされている。Human MicroRNA Array v2.0 を用い
ることにより、現在見出されている microRNA の約 75％に
ついて解析が可能である。リアルタイム定量 PCR を用いた
解析データが短時間で得られることは研究を進めるうえで極め
て有効であると考える。我々もこのツールを用いて固形癌の
プロファイリングを進めており、新たな癌遺伝子・癌抑制遺伝
子の機能を有するmicroRNAの探索に成功している。

もう一つのツールは、微量サンプルからの解析を可能にする
ものである。研究を進める上で、どれだけの RNA があれば
microRNA のプロファイルが可能か？ ということは大きな課
題である。当然のことながら、微量で解析が可能であればそ
れに越したことはない。この質問に対して、Megaplex™ RT 
for TaqMan® MicroRNA Assay (Megaplex™ RT 
Primers・Megaplex™ PreAmp Primers) を用いて検討を
行った。解析は、本稿のSample Eを用いて1ngの total 

RNA プロファイル ( 増幅あり ) を行い、350ng の total 
RNA からのプロファイル ( 増幅なし ) と比較し検討を行った。
図 4 にリアルタイム定量 PCR の解析データと発現プロファ
イルの相関について示した。Frozen 検体の比較では、相関
係数は0.833であり、FFPE検体では0.799であった。更に、
発現データの上位 20 番目までの microRNA を比較してみ
ると、Frozen 検 体 で は 18miRNA、FFPE 検 体 で は
17miRNA が共通してリストに存在していた。このデータの
示すことは、1ng の total RNA が得られれば、本解析ツー
ルを用いて十分に発現プロファイルの作製が可能であると言
うことである。当然のことながら解析に用いるRNAの質の問
題は重要と考えている。実際に用いた Frozen 検体および
FFPE検体のRNAの質について図5に示す。

1ng の total RNA から 667 種の miRNA 発現プロファイ
ルが可能であることは、癌の分野に限らず生物学全般の
microRNA研究の可能性を広げるものである。癌の分野では、
レーザーマイクロダイセクションなどの技術を用いて、癌細胞
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る。また、血液中を回遊する microRNA の存在が明らかと
なり、疾患特異的な miRNA を用いた早期診断の開発に期待
が寄せられている。これら要望に対してmicroRNA を含めた
機能性 RNA がどのような答えを導くか？ ますます期待が高ま
るものと考える。
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図4 Comparison of signal values miRNA expression assay 
from pre amplification by Megaplex PreAmp Primers 
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