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【要旨】 

2 型糖尿病（T2DM）は、世界で最も一般的な疾患の一つであり、微小血管障害をはじ

めとした臓器障害、癌などの多様な合併症を引き起こす。そのため、病態特異的な新規バ

イオマーカーが望まれている。

本研究では T2DM 患者 50 名と健常者 15 名を対象に血清中マイクロ RNA をアレイ解析

および RT-qPCR 法を用いて解析した。 

マイクロ RNA アレイ解析の結果、T2DM 患者では健常人と比較し、19 種類のマイクロ

RNA が 2 倍以上、71 種類のマイクロ RNA が 0.5 倍未満の発現を示した。 

また、T2DM に特異的であると報告されているマイクロ RNA の中で解析に充分な発現量

を確認した 4 種類のマイクロ RNA について RT-qPCR による解析を行った。miR-126-3p

は T2DM で有意に低下し、miR-10a は有意に上昇していた。 

単一のマイクロ RNA は臨床データおよび病状と有意な相関は見られなかったが、複数

のマイクロ RNA を組み合わせることで T2DM を高感度で判別することができた。 

本研究により、マイクロ RNA のペア解析が T2DM の診断に有用であることを明らかにし

た。 

【キーワード】2 型糖尿病，血清中マイクロRNA，バイオマーカー，病期診断 



Diagnosis and staging of type II diabetes mellitus by measuring circulating microRNA 

Yukichi Takada 

【Abstract】 

Type 2 Diabetes mellitus (T2DM) is one of the most common diseases in the world and 

its prevalence ratio is still increasing. Patients with T2DM have diverse 

pathophysiological changes such as macrovascular, microvascular diseases, cancers as well as 

abnormal glucose metabolism. Thus, there are urgent needs to develop relevant biomarkers 

for the broad range of pathophysiology in patients with T2DM.  

We analyzed the signatures of serum miRNAs with the miRNA array analysis and reverse-

transcription based quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR) in 50 patients with 

type 2 DM (T2DM) and 15 normal subjects. Array analysis showed that 19 miRNAs were 

up-regulated more than 2-fold and 71 miRNAs were down-regulated less than 0.5 in T2DM 

in comparison with normal subjects. Top 5 of up-regulated miRNAs were miR-3619-3p, 

miR-557, miR-6850-5p, miR-3648, miR-4730, and 5 of most down-regulated miRNAs were 

miR-5100, miR-4454, miR-1260b, miR-7975, miR-6131.  

We selected 4 miRNAs for validation analysis with RT-qPCR based on the abundance 

enough for reliable analyses and disease-specificities reported in previous reports. Serum 

miR-126-3p was down-regulated (3.21-fold, p<0.05) in T2DM, and miR-10a up-regulated 

(1.94-fold, p<0.05). However, none of single miRNA had significant correlation with 

clinical data and state.  

Data of the paired miRNAs: miR-10a and miR-200c or miR-126 and miR-10a, clearly 

differentiated T2DM patients from normal subjects (p<0.05). Our study showed the paired-

miRNA analyses as the more relevant diagnostics for T2DM than the single miRNA 

analysis.   

【Key Words】Type 2 DM, Serum miRNAs, Biomarker, Staging
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Ⅰ 緒言 
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 2 型糖尿病(T2DM)は世界で最も一般的な疾患の 1 つであり、罹患者数は現在も増加傾

向にある 1),2)。糖尿病(DM)は 2 種に大別される 1),3)。1 型糖尿病(T1DM)は自己免疫疾患

の 1 種であり、膵臓β細胞の機能障害によるインスリンの分泌不全が特徴である 4),5)。そ

れに対し T2DM は遺伝的要因、運動不足をはじめとした環境要因等、複数の原因が複合

的に作用することで発症し、インスリン抵抗性の増加や分泌不全を起こす 1-3)。DM の

95％は T2DM であり、世界中で 4 億人以上が罹患している 1),3)。T2DM の診断は血糖値

および糖化ヘモグロビン(HbA1c)を用いた糖代謝異常の診断によって行われる 1),6)。

T2DM 患者の 10％が診断時に糖尿病性ケトアシドーシスを呈している 2)が、T2DM にお

ける生命予後および QOL は糖尿病性血管障害(CVD)7-10)および糖尿病性慢性腎疾患

(CKD)8),11)に大きく左右される 12),13)。CVD は T2DM 患者の 32.2％が発症し、T2DM に

おける死亡原因の 9.9％を占めている 10)。T2DM 患者の心不全発生率は 0.5％であり、健

常者の約 3 倍である 3)。また、CKD は T2DM 患者の 42.3％が発症する。非 T2DM 患者

の発症率は 9.4％であり、T2DM の死亡率を増加させる重要な要素の 1 つである 13)。

T2DM 患者の QOL は上記の CVD、CKD の他網膜症や感染症、癌などによって脅かされ

る 1),2),14),15)。従って T2DM の病態を幅広く把握することのできるバイオマーカーは

T2DM の治療に大きく寄与することができる。 

 マイクロ RNA(miRNAs)は短鎖非コード RNA であり、標的であるメッセンジャー

RNA(mRNA)の分解や翻訳を阻害することで遺伝子発現を調節している 16),17)。生体機能と

しては発生や細胞増殖、分化、アポトーシス、腫瘍形成に関与していることが報告されて

いる 18),19)。マイクロ RNA の 1 部は細胞外や循環血液中に放出される。 

細胞外小胞（EV）は、ナノサイズ（50～1,000nm）の粒子であり、産生細胞から離れた

臓器の細胞にマイクロ RNA を輸送している 20),21)。このように、循環しているマイクロ

RNA は、細胞間のコミュニケーションに重要な分子であり、循環マイクロ RNA の解析に

よって T2DM 患者の病態把握を向上させることが可能であると考える。先行論文におい

ても、マイクロ RNA が糖尿病性神経障害や腎症に関与する可能性があると報告されてい

る 22-27)。そこで本研究では、T2DM 患者の早期診断および合併症に関連するバイオマーカ

ーとしての循環マイクロ RNA に着目して研究を行った。 

 

 

 

 

Ⅱ 目的  
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本研究では、T2DM の早期発見、合併症診断に寄与できるバイオマーカーの探索を目指

し、1．T2DM の診断に利用できるマイクロ RNA の探索 2．T2DM の合併症と高く相関

するマイクロ RNA の探索の 2 点を目的とした 

 

Ⅲ 対象 

 本研究では、T2DM 患者 50 名、健常人 15 名を対象とした。T2DM 患者の診断と臨床

病期分類は、日本糖尿病学会の基準に従って行った 28)。健常人 15 名は、21 歳から 56 歳

の男性 9 名、女性 6 名であり、T2DM および特筆すべき疾患のない者とした。 

 

Ⅳ 倫理的配慮 

本研究は、国際医療福祉大学倫理審査委員会(承認番号:19-Ifh-070)および高邦会高木病

院研究倫理委員会(承認番号:333)により承認され、すべての被験者から同意書によるイン

フォームドコンセントを得て実施した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ⅴ 方法 
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Ⅴ-ⅰ 血液の採取および保存  

血清は 25 ℃、30 分間の血液凝固後、室温で 3,500 rpm、10 分間の遠心分離を行い採

取した。その後ポアサイズ 0.45 µm のメンブレンフィルターに通し、使用するまで-80 ℃

で保存した 29),30)。 

 

Ⅴ-ⅱ RNA の抽出  

血清サンプルからのマイクロ RNA 抽出は、NucleoSpin miRNA Plasma（タカラバイ

オ）を用いて、添付プロトコルに従い行った。300µL の血清に 90 µL のライシスバッファ

ーを加えた後、血清を 5 秒間ボルテックスし、チューブスタンドで 3 分間静置した。次に

30μL のタンパク質変性剤を添加し、5 秒間ボルテックスした。その後 11000 rpm で 3 

分間遠心分離し、タンパク質の沈殿を除去して上清を得た。300 µL の上清を新しいチュ

ーブに移し 400 µL のイソプロパノールと 3 µL の線虫 miR-39 (cel-miR-39:1 fmol/µL)と

混合した。700 µL の混合液を新しいチューブにセットしたカラムに移し、11000 rpm で 

30 秒間遠心分離した。カラムに付着した DNA を洗浄バッファで除去した後、30μL の

RNase-free-water をカラムに加え、11000rpm、1 分間遠心分離して、RNA 溶液を得た。

抽出した RNA は測定まで-80℃の冷凍庫で保存した 29),30)。  

 

Ⅴ-ⅲ マイクロ RNA アレイ解析 

マイクロ RNA アレイ解析用のサンプルとして、健常人および T2DM の血清 5 例

(HbA1c:8.4-9.7％)をそれぞれ等量混合しプール血清とした。アレイ解析はプール血清から

抽出した RNA を用いて DNA Chip 3D-Gene (東レ株式会社)で行った。 DNA Chip は

2632 種のプローブを有しており、マイクロ RNA を網羅的に解析することが可能である

30)。 

 

 

 

 

 

 

 

V-ⅳ RT-qPCR を用いた血清 マイクロ RNA の定量的測定  
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抽出した マイクロ RNA から High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo 

Fisher Scientific) を用いて相補的 DNA (cDNA) を作製した。0.1 µL dNTPs (100mM)、

1 µL MultiScribe Reverse Transcriptase (50U/µL)、5 µL 10X RT buffer および 4.225 µL 

RNase-free-water を混合しマスターミックスを作製した。マスターミックス 7 µL、ターゲ

ットマイクロ RNA に特異的なプライマー3 µL、cDNA 溶液 5 µL を混合し逆転写反応を行

った。逆転写反応は、サーマルサイクラー（Thermo Fisher Scientific）を用いて行った。 

反応条件は、16℃ 30 分、42℃ 30 分、85℃ 5 分とした。cDNA は-20℃で保存した。定量

的ポリメラーゼ連鎖反応（qPCR）は、TaqMan™ Fast Advanced Master Mix (Thermo 

Fisher Scientific) とリアルタイム PCR 装置（ABI7500fast:Thermo Fisher Scientific）を用

いて行った。1 サンプルあたり、10μL 2X TaqMan™ Fast Advanced Master Mix と 

7.67μL RNase-free-water をチューブ内で混合し Master Mix を作製した後、17.67 µL 

Master Mix、1 µL primer according to target マイクロ RNA および 1.33 µL template を

混合し qPCR を行った。qPCR 条件は、95℃ 10 分、95℃ 15 秒、60℃ 60 秒を 40 サイク

ルとした 29),32)。 

 

V-ⅴ 2-ΔΔCT 法を用いたマイクロ RNA 解析  

 2-ΔΔCT 法は、マイクロ RNA 定量解析の代表的な方法の 1 つである。各サンプルの

Threshold Cycle（CT）値は、検出可能な蛍光シグナルを示す最小のサイクル数として定

義される。ターゲットマイクロ RNA の CT 値からスパイクインした cel-miR39（1 

fmol/μL）の CT 値を差し引き、さらに差し引いた後の CT 値の差（ΔCT）を用いて 2-

ΔΔCT 値を算出することで、健常者と T2DM 患者のマイクロ RNA 発現量を比較した 32)。 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Ⅴ-ⅵ 統計解析 



5 

 

Mann-Whitney U 検定：Mann-Whitney U 検定による有意差検定を行った。マイクロ

RNA は通常、一定の分布に依存しないため、2 群間における一般的なパラメトリック検定

である t 検定よりも適切である。 

ピアソンの相関係数：ピアソンの相関係数は、2 つのグループの相関強度を見つけるた

めの一般的な解析手法である。本研究では、健常者と T2DM の複数のマイクロ RNA の相

関を解析するために使用した。 

ロジスティック回帰分析：ロジスティック回帰分析は、2 つのグループを分離するため

の主要な解析手法であり、散布図においてランダムサンプルが特定のグループに属するか

否かを予測するのに有用である。本研究では、健常者と T2DM を統計的に分離するため

に使用した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ⅵ 結果 
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Ⅵｰⅰ T2DM 患者の臨床データ 

 T2DM 患者 50 名（男性 34 名、女性 16 名）を対象とした（Table1）。平均年齢は 65.32

歳（32～93 歳）であり、BMI の平均は 25.7（17.4～39.4）であった。糖代謝指標の平均

は、空腹時血糖値 168.9 mg/dL（76～364）、HbA1c 7.8%（5.3～11.0）、糖化アルブミン

(GA) 21.1 %（14.6～36.5）といずれも高値であった。日本糖尿病学会、日本眼科糖尿病

学会の基準により、50 名中 32 名（64％）に神経障害、18 名（36％）に網膜症、34 名

（68％）に腎症が認められた（Table1）33)。また、血液検査項目(AST、ALT、γ-GT、

HDL コレステロール、LDL コレステロール、中性脂肪、赤血球数、白血球数、血小板数)

や尿検査項目(尿蛋白、ケトン体、ウロビリノゲン、尿潜血)の臨床データも得た。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ⅵｰⅱ 循環血清マイクロ RNA のアレイ解析 
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 T2DM に特異的な血清マイクロ RNA を明らかにするために、コントロール群（n=5）

と T2DM 患者（n=5）のプール血清を用いてアレイ解析を行った。アレイ解析には

Human miRNA Oligo chip (3D Gene)を用いて、合計 2632 個のマイクロ RNA を解析し

た。 

解析によって補正された発現量が 100 以上の値を用いて解析した結果、平均値は 25 で

あり、19 のマイクロ RNA が 2 倍以上増加し、71 のマイクロ RNA が 0.5 倍以下に減少し

た。T2DM 患者で最も上昇した上位 5 つのマイクロ RNA は、miR-3619-3p、miR-557、

miR-6850-5p、 miR-3648、miR-6850-5p、miR-4730 であり、最も低下した 5 つは miR-

5100、miR-4454、miR- 1260b、miR-7975、miR-6131 であった。 
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Ⅵｰⅲ RT-qPCR 法を用いた T2DM における血清マイクロ RNA の定量的解析 
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 T2DM における臓器機能障害と血清マイクロ RNA の相関を検証するため、アレイ解析

のデータおよび T2DM における臓器障害とマイクロ RNA との関係を報告した先行論文を

参考に、4 つのマイクロ RNA (miR-126-3p, miR-21, miR-10a, miR-200c) を選択し、解析

を行った。 

アレイ解析の結果では、健常者の miR-126-3p は 2632 のマイクロ RNA のうち 320 位で

あり、miR-21、miR-10a、miR-200 は検出されなかった。T2DM 群（1.96 + 2.27, n=50）

では、健常者群（6.17 + 1.85, n=50）より有意に血清 miR-126 レベルが低下していた

（p<0.01）（Figure1A）。また、AUC(Area Under the Curve)は 0.98（Figure1B）であり、

最適カットオフ値は 3.56 であった（感度 0.92、特異度 0.94）。 対して miR-10a は健常群

に比べ有意に増加し（p<0.05）、AUC は 0.74 であった。miR-21 と miR-200c は、対照群

と T2DM 患者との間に有意な差は認められなかった（Figure1A）。 

また、血清マイクロ RNA と臨床データの相関を確認したところ、血清マイクロ RNA と

臨床データとの強い相関は見られなかった(Table2)。 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure1 RT-qPCR 法を用いた T2DM における血清マイクロ RNA の定量的解析 

 健常人と T2DM の血清中マイクロ RNA 発現量比較。縦軸は外部コントロール(cel-

miR-39)に対する相対発現量であり、アスタリスクは U 検定による有意差があることを示

している(p=0.05)(A)。各マイクロ RNA における ROC 曲線(Receiver Operating 

Characteristic curve)。(B) 
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Ⅵｰⅳ T2DM における病期毎のマイクロ RNA 発現 
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 T2DM 患者 50 名において、血清中の miR-126 は低下し、miR-10a は上昇したが、2 種

のマイクロ RNA の発現量は、HbA1c や GA などの臨床データとの有意な相関を示さなか

った（Table3）。そこで、2 種のマイクロ RNA を異なる臨床ステージで評価した。臨床病

期は、日本糖尿病学会の基準に従って、HbA1c と GA を用いて行った。50 名の患者のう

ち、HbA1c 値が 6.9 mg/dL 未満の患者は 9 名、7.0 から 7.9 の患者は 20 名、8.8 以上の患

者は 21 名であった。 

血清 miR-126 は、HbA1c 値が 7.0 を超えると有意に増加したが（p＜0.05）、その値は

健常者よりもまだ低かった（Figure2A）。 miR-10a は、HbA1 値が 7.0％を超えて高い

T2DM の中等度または重度の病期でのみ増加していた（Figure2A）。GA 値による病期分

類では、miR-10a のみが GA 値と高い相関を示した（Figure2B）。miR-21 と miR-200c

は、HbA1c と GA 値との間に有意な相関は見られなかった。 
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Figure2  T2DM における病期ごとのマイクロ RNA 発現 

 病期ごとの健常人と T2DM の血清中マイクロ RNA 発現量比較。縦軸は外部コントロー

ル(cel-miR-39)に対する相対発現量であり、横軸は HbA1c(A)および GA(B)による病期分

類(ステージング)である。アスタリスクは U 検定による有意差があることを示している

(p=0.05)(A、B)。 
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 Ⅵｰⅴ 複数のマイクロ RNA を用いた T2DM の診断 

 T2DM 患者では、miR-126 と miR-10a の 2 つのマイクロ RNA が有意に変動していた。

また、miR-21 と miR-200c は、血清中の濃度に有意な変化は見られなかった（Table3）。

一方で、複数のマイクロ RNA で T2DM 患者と健常者を比較すると、miR-21 vs miR-126, 

miR-21 vs miR-10a, miR-10a vs miR-126, miR-126 vs miR-200c という組合わせにおいて、

散布図解析上の異なる位置で発現することが確認された（Figure3）。ロジスティック回帰

分析において、これらの 2 つのグループが統計学的に有意に分離していることが示された

（p<0.05）。miR-21 vs miR-200c、miR-10a vs miR-200c の場合、2 群に分かれるプロット

はなかった（Figure3）。 

 また、健常人と T2DM という分離の他にも T2DM 間で臓器障害の有無にも焦点を当て

て判別の可否を確認したが、臓器障害を判別できるようなマイクロ RNA の組合わせは得

られなかった。 
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Figure3 複数のマイクロ RNA を用いた T2DM の診断 

 複数のマイクロ RNA の組合わせによって描かれた散布図。縦軸および横軸は外部コン

トロール(cel-miR-39)に対する相対発現量を示している。 
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Ⅶ 考察 

 本研究では、T2DM の診断や病期分類における血清中循環マイクロ RNA 測定の有用性

を検証した。 

HbA1c 高値の T2DM 患者 5 人のプール血清を用いたマイクロ RNA のマイクロアレイ

解析では、19 のマイクロ RNA が健常者のプール血清と比較して 2 倍以上発現が増加して

いることが示された。高値であったマイクロ RNA の中で T2DM 以外の疾患で報告されて

いるものとして、甲状腺乳頭癌や食道小細胞癌における miR-3619-3p 34),35) 、骨肉腫や膵

管腺癌における miR-55736),37)、漿液性卵巣癌における miR-685038)が挙げられる。一方、

T2DM 患者におけるマイクロ RNA の臓器機能障害では、miR-100 の発現増加および

miR-126-3p 発現の低下が報告されている 39),40)。 

そこで我々は、アレイ解析のデータと T2DM におけるマイクロ RNA の臓器障害に関す

る先行論文を総合的に調査し、4 つのマイクロ RNA（miR-126、miR-21、miR-10a、miR-

200c）を選択して T2DM 患者 50 人について RT-qPCR 法で定量的に解析した。その結

果、T2DM 患者において血清中の miR-126 が低下していることが示された。 miR-126 は

血小板や血管内皮細胞に多く存在し、マクロファージの貪食能を活性化するメカニズムに

関与していると報告されている 41),42)。また、miR-126 の低下は冠動脈疾患のリスクを高め

ることも報告されている 43)。本研究では、36％の患者に網膜症が、34％の患者に神経障害

があり、糖尿病性微小血管症を合併していることが示唆された（Table1）。それに加え

miR-126 は腎臓病や骨髄異形成症候群（MDS）で増加することが知られており、T2DM

の病期が進行することにより miR-126 が上昇している可能性が示唆された 44),45)。 

miR-10a は 腎障害のマーカーとして知られており 46)、腎症における尿細管障害で増加す

ると報告されている 47) 。本研究で 68％の患者に観察された腎症は、miR-10a の上昇と関

連している可能性が考えられる。このように、miR-126 と miR-10a 発現の有意な変動は、

T2DM 患者における血管障害(microvascular damage)を反映している可能性が示唆され

た。 

血清 miR-126 と他の T2DM 病期分類のマーカーとの間に相関は見られなかった。従

って、miR-126 は現行の T2DM マーカーとは独立したバイオマーカーである可能性が考

えられる。我々のデータにおいて、miR-126 は T2DM の進行したステージで相対的に高

い値を示したため、miR-126 は T2DM 患者における血管合併症を予測する有用なバイオ

マーカーである可能性がある。しかし、血清 miR ｰ 126 は高齢者において高値を示すこと

も報告されている 48)。そのため、年齢による miR-126 の上昇である可能性を排除するた

めに、より大規模な研究が推奨される。 
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miR-10a は、糖尿病および高脂血症のラットにおいて、血管の高負荷と臓器障害を促進

するマイクロ RNA の一つであると報告されている 49),50)。我々のデータにおいて、miR-

10a は糖代謝や脂質代謝の指標と有意な相関は見られなかった。しかし、内皮細胞由来の

細胞外小胞(EV)に含まれる miR-10a は単球に移行し、NF-κB 経路を阻害することで炎症

性シグナルを抑制することが知られている 51)。T2DM における血清 miR-10a の上昇は病

期依存的であることから、T2DM における血管障害に対する生体反応を反映している可能

性がある。 

miR-21 は、癌疾患の病態において最も重要なマイクロ RNA の一つである 52-54)。近年で

は、多くの研究により癌分野以外でも様々な疾患における miR-21 異常発現が報告されて

いる。T2DM 患者は、幅広い合併症を伴う大血管症および微小血管症を有している 2)た

め、様々な体内動態を大きく反映する miR-21 においては T2DM と健常者との間で有意差

が確認されなかった可能性がある 52-57)。 

複数の研究において、miR-200c が T2DM における腎症および肺癌の発症に寄与している

ことが報告されている 58-61)が、本研究では T2DM における miR-200c の発現量に有意な差

は認められなかった。 

本研究では、血清マイクロ RNA のプロファイル解析を用いた簡便な T2DM の検査法の

開発にも焦点を当てた。落谷らのグループは、複数の血清マイクロ RNA を複合的に解析

することにより、高い感度と特異性で複数の早期癌を検出することができることを示した

62)。しかし、癌と同様に世界的に罹患人口の多い疾患の 1 つである T2DM においては、

同様のアプローチは未だ確立されていない。本研究にて、複数のマイクロ RNA を組み合

わせた解析は、T2DM 患者を有意に層別化できることが示された。T2DM の病態は、血

糖値異常だけでなく、血管内皮の障害や動脈硬化、血管外の臓器障害が複合的に発症す

る。また、1 つのマイクロ RNA は数百の標的遺伝子を持ち、1 つの遺伝子は異なるマイク

ロ RNA に対して複数の結合部位を持つ 16),17)ため、複数のマイクロ RNA を組み合わせた

解析は、単一のマイクロ RNA の発現解析よりも、マイクロ RNA の調節異常をより適切に

示す解析法であると期待される 62)。本研究においては、血清中のマイクロ RNA のレベル

と臨床データに相関は見られなかった。 

   

 

 

 

 



17 

 

Ⅷ 課題と今後の展望 

本研究における対象症例数は 50 名で有意な結果を得るには限界があり、さらに大規模

な研究が必要である。また T2DM に関連する臓器障害、たとえばより詳細な臨床像（エ

コーや血管硬度測定など血管障害にかかわる測定値、眼底所見など）とマイクロ RNA 測

定値との関連の解析など、より包括的な研究が必要である。 

 

Ⅸ 結語 

 本研究により、T2DM の病態を診断するツールとして複数のマイクロ RNA による解析

の有用性が示唆された。一方、本研究では、T2DM 患者 50 名と対照者 15 名のみの解析で

ありさらなる有用性検討のためより大規模な検討が必要である。 
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