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I．序 論

　深部静脈血栓症（Deep Vein Thrombosis: DVT）

は、筋膜より深部の静脈に血栓が形成される病態

である 1）。血栓が進展すると、肺塞栓をはじめと

する血栓塞栓症の原因となり得ることから、臨床

的に重要な疾患である。DVT の主要なリスク因

子は、血流うっ滞、凝固能亢進、血管内皮障害

から成るウィルヒョウの三徴（Virchow’s triad）

として広く知られている 2）。近年では、がん患者

の増加に伴い、がん関連血栓症（Cancer associated 

thrombosis: CAT）が増加傾向にあり、その診断

精度の向上は喫緊の課題である 3）。

　DVT の診断は、血中 D ダイマー値による除外

診断の後、下肢静脈超音波や造影 CT 等の画像

検査によって確定される。血中 D ダイマー値は

陰性的中率に優れる一方で、血管内凝固以外の

様々な病態でも上昇するため、偽陽性を呈する症

例も多く認める 4）。画像診断の中でも頻用される

下肢静脈超音波は、機器性能や検査者の手技、皮

下のガス貯留や肥満等、患者背景の影響を受けや

すく、診断能にばらつきが生じる課題がある 5）。

こうした背景から、高い特異性を有し、安定した

診断能が期待できる新規バイオマーカーの探索は

重要である。

　我々は、DVT の新規バイオマーカー候補として、

血中を循環する細胞外小胞（Extracellular Vesicles: 

EVs）内の microRNA（miRNA）に着目した 6）。生体

試料中には多様な大きさの EVs が存在し、直径

200 ～ 1,000 nm の小胞は small EVs、1,000 nm 以上

の小胞は Large EVs（LEVs）に分類される 6）。LEVs

は、主として血小板、血管内皮細胞、単球から
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放出されることが知られており、これらの細胞が

深く関与する凝固・線溶系の変化を反映する可能

性がある 6）。以上の背景を踏まえ、本研究では

血中 LEVs を対象とし、その内部に含まれる

miRNA の中から、血栓形成を鋭敏に反映し、かつ

病態に関与し得る分子の探索を目的とした。

　なお本稿は、Laboratory Medicine International

誌に掲載されたものを一部改変し、再構成した

ものである 7）。

II．対象および方法

　研究には、DVT 患者 28 名（男性 10 名、女性

18 名、平均年齢 69.1 ± 2.2 歳）と健常者 14 名（男

性が 4 名、女性が 10 名、年齢 67.8 ± 2.9 歳）が参

加した。DVT 症例は新規発症例のみを対象とし、

DVT の既往がある症例やすでに治療介入が開始

されている症例は除外した。研究の参加者から静

脈血を採取し、血漿分離後－ 80℃にて保管した。

　LEVs の回収には、17,000 g、20 分の遠心と孔

径 1,000 nm のメンブレンフィルタを用いたフィ

ルトレーションを併用した。まず各群 6 例ずつ

を対象とし、FACS Verse フローサイトメトリー

（BD Biosciences）を用いて、回収した LEVs の粒

子数を解析した。あわせて、抗 CD31 抗体、およ

び抗 CD61 抗体を標識し、LEVs 表面抗原の解析

を行った。

　回収した LEV からは total RNA を抽出し、マイ

クロアレイ（3D-Gene, 東レ）を用いた網羅的解析

により候補となる miRNA を選定した上で、定量

解析を RT-qPCR にて行った。RT-qPCR には、

TaqMan microRNA Reverse Transcription Kit、 お

よ び TaqMan MicroRNA Assay（Thermo Fisher 

Scientific）を用いた。解析法には ΔΔCt 法を用い、

外部コントロールとして、1f mol の線虫由来

miR-39 をスパイクインした。

　なお、本研究は九州大学（許可番号 2020-50）

および熊本大学（許可番号 2016）の倫理委員会の

承認を得て実施された。

III．結 果

　患者群において、DVT 発症の背景となる合併

症について解析した（表 1）。全症例のうち、71%
ががんに罹患していた。そのほかの合併症は、膠

原病や静脈瘤が認められた。

　フローサイトメトリー解析により血中 LEV を

計測したところ、LEV 総数に変化はなかったも

のの、CD31 陽性および CD61 陽性の LEVs の割

合は患者群で増加していた。これにより、血小板

由来 LEV が増加している可能性が示唆された。

　次に、LEV 内 miRNA に対して、マイクロアレ

イ解析と RT-qPCR 解析を併用し、DVT を特異的

に反映する miRNA を探索した。その結果、miR-

4485-5p は患者群において健常群の 10.9 倍と有意

に高値を示した。ROC 解析による診断能評価で

は、miR-4485-5p の AUC 値は 0.79 と良好な診断

能を示した（図 1）。

　さらに、miR-4485-5p がもつ病態生理学的意義

を検討した。In silico 解析を用いて、miR-4485-5p

と相補的配列を持つ標的を検索したところ、組織

プラスミノーゲンアクチベータ（tPA）の 3’側非翻

訳領域および翻訳領域の両方に結合し得ることが

分かった。そこで血管内皮初代培養細胞を DVT

患者由来 LEV と共培養したところ、細胞内の

miR-4485-5p は LEV 未添加の対照群と比べ有意

合併症 n（%）

がん 20（71.4）

頭頸部がん 6（21.4）

子宮がん 5（17.8）

造血腫瘍 2（7.1）

食道がん 2（7.1）

卵巣がん 2（7.1）

膵臓がん 1（3.6）

乳がん 1（3.6）

膀胱がん 1（3.6）

膠原病 2（7.1）

静脈瘤 1（3.6）

治療のための固定 1（3.6）

合併症なし 4（14.3）

表 1　DVT 患者群の合併症の内訳
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に増加した。一方で、tPA の mRNA 発現量は対照

群に比べ減少したものの、統計学的有意差は認め

られなかった。

IV．考 察

　本研究では、DVT 患者由来 LEVs 内 miRNA を

解析することで、病態形成への関与およびバイオ

マーカーとしての可能性を検討した。その結果、

DVT 患者群において LEVs 内 miR-4485-5p の発

現上昇を認め、同 miRNA が tPA 発現を抑制する

可能性を示した。これらの結果は、LEVs 内 miR-

4485-5p が線溶抑制を介して血栓形成に寄与する

可能性を示唆するものであり、DVT 診断の補助

的バイオマーカーとしての有用性が期待される。

　miR-4485-5p の発現上昇は、ミトコンドリアの

機能障害との関連が報告されている 8）～ 12）。ミト

コンドリア機能障害を有したマウス血管組織では

miR-4485-5p とその前駆体であるアンチセンス非

コードミトコンドリア RNA（ASncmtRNA-2）の両

方の増加が認められている 10）～ 12）。さらに Burger

らは、ミトコンドリア機能が低下した細胞におい

て LEV 産生が増加することを報告している 13）。

これらの知見を踏まえると、がん等の基礎疾患に

より血小板や血管内皮細胞のミトコンドリア機能

障害が生じると、細胞内 miR-4485-5p が増加し、

それを含む LEVs が血流中に放出される可能性が

考えられる 14）～ 18）。一方で、LEVs を介して血管

内皮細胞に取り込まれた miR-4485-5p は、線溶系

の主要因子である tPA を抑制し、DVT の病態形

成を促進する仮説が考えられる。

　現行の DVT 診断は、血中 D- ダイマー測定と

超音波検査や CT による画像診断により確立され

ている。しかし、D- ダイマーの偽高値例や血栓

の描出不良症例等では診断に難渋することも多

く、高い特異度を有する補助的バイオマーカー

の必要性は依然として高い。こうした観点から、

miR-4485-5p の臨床的有用性についてさらなる

検討が求められる。

　本研究にはいくつかの限界がある。症例数が

限られている点、患者群の大半ががんを合併して

おり LEVs および miR-4485-5p の増加への関与に

ついて詳細な解析ができていない点、LEV の起源

図 1　miR-4485-5p を用いた深部静脈血栓症の ROC 解析
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となる細胞が同定できていない点等が挙げられ

る。これらは今後、miRNA バイオマーカーの一

般化と臨床応用に向けた重要な課題である。

　静脈血栓塞栓症の中でも、誘因のない VTE 症

例（unprovoked VTE : uVTE） では約 10% が 1 年

以内にがんと診断され、原発不明癌の 60% 以上

は uVTE の発症後早期に診断されることが分

かっている 19）。これらの知見は DVT ががんの早

期指標となり得る可能性を示唆している。した

がって、DVT の診断性能を向上させるバイオマー

カーの確立は重要であり、LEVs 内 miR-4485-5p

は、この一端を担う分子として期待される。
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