
ホワイトペーパー TaqMan Advanced miRNA Assays

TaqMan Advanced miRNA Assays– 
優れた性能で miRNA を検出・定量

などの体液におけるバイオマーカーとして用いることへの関心
が高まっていますが、これには感度や検出限界に関連する、また
別の課題があります［7］。

miRNAを確実に定量するリアルタイムPCRとして、もっともよ
く知られている方法の一つがApplied Biosystems™ TaqMan® 

MicroRNA Assaysで、cDNA合成用のターゲット特異的なス
テムループプライマーと、一般的に合成されたcDNAを用いた
TaqMan Probeベースのケミストリーに基づいています。現在
さまざまなqPCRに基づく解析手法が利用可能ですが、感度や
特異性が十分でない、ワークフローが複雑、対応する機器・ソ
フトウェアが限られているなどの課題があります。こうした課
題に対処するため、当社はユニバーサルな逆転写（RT）ステッ
プと、優れた感度・特異性を備えたTaqMan®プローブベースの
ケミストリーを含むワークフローを開発しました（図1）。この
ワークフローでは、Applied Biosystems™ TaqMan® Advanced 

miRNA cDNA Synthesis Kitを用いて、3́ 末端へのポリ（A）鎖
の付加および5́ 末端へのアダプター配列のライゲーションを
行い、ターゲット特異的ではなく、サンプル内に存在するすべて
の成熟miRNAを全般的に逆転写させます。特異的なTaqMan 

Advanced miRNA Assaysを用いた検出の前に、cDNAは全体
的なmiRNAの相対的発現比率を維持しながら、低発現のター
ゲットmiRNAを最大限に検出するために、ユニバーサルなmiR-

Ampプライマーを用いて増幅されます。この重要なステップによ
り、配列の特異性に影響されることなく、アッセイの感度が大幅
に向上します。さらに、TaqMan Advanced miRNA Assaysは、
さまざまなqPCR機器における標準的なプロトコルで使用可能
で、幅広い解析ソフトウェアの既存のパラメータを用いてデータ
解析が可能です［8］。

このホワイトペーパーでは、Applied Biosystems™ TaqMan® 

Advanced miRNA Assaysが提供する以下の利点を記載してい
ます：
• 簡単なワークフローでmiRNAを解析
• 相同性の高いmiRNA間の1塩基の違いを識別
• 低量なmiRNAを優れた感度で検出
• 血清内におけるわずかな発現量の差を高精度で測定

細胞は多様なメカニズムを用いて、自身のゲノム機能を調節して
います。マイクロRNA（miRNA）は比較的近年の発見にもかかわ
らず、今や遺伝子発現を調節する因子として認識されています。
miRNAは、幅広い細胞機能における転写後の遺伝子制御に関
わり、多量に偏在している内在性の短いノンコーディングRNA

に分類されています［1,2］。miRNAの発現パターンは、細胞代
謝や細胞内シグナル伝達、細胞分裂や細胞死など、多くの重要
な生物学的プロセスと関連しています［1］。そのため、miRNA

発現量の変化は、がん［3］、アルツハイマー病［4］、免疫関連疾
患およびその他多くの疾病の発症や進展と関連付けられていま 

す［1］。

miRNAはヒトの健康問題と関連付けられていることから、ここ
10年ほどでmiRNA関連研究への関心が高まると同時に、増大
する発見された配列を検出し、機能を特徴づけるための優れた
感度と特異性を持つツールの要求も高まっています。リアルタイ
ムPCRは、その感度と特異性から、miRNAの発現定量を行う際
の選択肢となります［5,6］。しかしながらmiRNAは、配列が22

塩基と短く、非常に高い配列相同性を有していることから、近
縁のmiRNAを正確に検出・識別することが難しく、リアルタイム
PCR法で、miRNAをターゲットとするのは困難な場合がありま
す［5,6］。また、循環型miRNAを血漿、血清、脳脊髄液（CSF）



図1. TaqMan Advanced miRNA Assay ワークフロー。（A）cDNA合成ワークフローでは、3́末端へのポリ（A）鎖付加および5́末端へアダプター配列のライゲーションのス
テップの後、ユニバーサルなRTプライマーによる逆転写を行います。その後、qPCRによる検出前にオプションでmiR-Amp反応を行い、miRNA cDNAを均一に増幅させます。
（B）各TaqMan Advanced miRNA Assayは、フォワードプライマーとリバースプライマーの結合部位の間の相補的な配列に特異的に結合するminor groove binder（MGB）プ
ローブを採用しています。このMGB修飾は、プローブの長さを増加させることなく、融解温度を上昇させるため、より短いプローブの設計が可能です。反応前のプローブは、
非蛍光クエンチャー（NFQ）がレポーター色素に近接しているためレポーター蛍光が抑制されます。プライマー伸長中にDNA ポリメラーゼによりプローブが分解され、NFQと
レポーター色素が離れることで、レポーターからの蛍光が増加します。注：プライマーおよびプローブの結合部位は、特異性を最大化するようにデザインされておりアッセイ
ごとに異なります。
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TaqMan Advanced miRNA Assaysの
性能は、Mestdagh et al.と同様、一連
の標準実験により、評価しました［9］。
具体的には、保存性の高いlet-7 miRNA

ファミリー間の交差反応の測定により
特異性を、段階希釈実験により検出限
界を、血清中のmiRNA濃度のわずかな
差を測定することで精度を評価しまし
た。

TaqMan Advanced miRNA 

Assaysは相同性の高い 

miRNA間の1塩基の違いを識別
miRNAは非常に配列相同性が高く、ほ
ぼ同一の配列を有する高度に保存され
たファミリーに分類されます。miRNA

は、通常3́ UTRに位置する7塩基長の相
補的な領域に結合することにより、標的
のmRNAを制御します。miRNAの5́ 末
端の2–7塩基（シード領域）における相
補性が、標的mRNAを認識するうえでの
主要な決定要因となります。miRNAのこ
の領域における1塩基の違いにより、標
的mRNAの範囲が50%以上変化する可
能性が明らかになっています［10］。その
ため、相同性の高いmiRNAの研究にお
いては、使用するツールが、誤った結果
につながりかねないため、交差反応を回
避する識別力を確実に備えていること
が重要です。

Mestdagh et al.［8］に記載されたプ
ロトコルに基づき、合成した標的配列
をバクテリオファージMS2 RNA（5×
106 copies/µg RNA）に添加して、4

種類のhsa-let-7 miRNAファミリー間
（表1）におけるTaqMan Advanced 

miRNA Assaysの交差性を試験しま
した。リアルタイムP C Rの測定には
Applied Biosystems™ ViiA™ 7 Real-

Time PCR Systemを使用しました。検
出下限をCt値35に設定しました。アッ
セイとターゲットの各組み合わせにおい
ての反復試験の結果から、完全一致の

miRNAに対して交差性を計算し、比較
しました。すべてのTaqMan Advanced 

miRNA Assayのデザインは、一定の性
能と、相同性の高い配列間において高い
特異性を備えるApplied Biosystems™ 

TaqMan® Assayデザイン基準を活用し
ました。

TaqMan Advanced miRNA Assaysで
は、ほとんどの組み合わせにおいて交
差反応がまったく見られませんでした
（表2）。hsa-let-7cは1塩基（G/A）異な
るhsa-let-7aと2%未満の交差性となり
ました。それに対し、別のqPCRに基づ
く検出系では、17%までの交差性が見ら
れました［11］。このことから、TaqMan 

Advanced miRNA Assaysは、1つのヌク
レオチドの違いしかない近縁のmiRNA

配列の識別が可能であることが示され
ます。

TaqMan Advanced miRNA 

Assaysは高感度で低量の 

miRNAを検出
RT-qPCRは、miRNA定量の感度にお
いてゴールドスタンダードと言えます
が、miRNAの配列の短さ、配列の高い
相同性から、低量のmiRNAの信頼性高
い検出は困難な場合があります［5,6］。
TaqMan Advanced miRNA Assay ワー
クフローは、独自のmiR-Ampによるユ
ニバーサルな増幅行程と、実績のある
TaqMan Assayデザインとケミストリー
を組み合わせており、わずか1 pgのRNA

から一貫性のある信頼性の高い検出・
定量を可能にしています。このレベルの
精度は、循環型miRNA量が限られてい
る非侵襲のバイオマーカー探索などの
ような困難な研究において求められま
す［7］。

表 1. TaqMan Advanced miRNA Assaysの特異性検証に使用した相同性の高いhsa-let-7 
標的配列と対応するアッセイ

hsa-let7 family member miRNA sequence 製品番号
hsa-let-7a-5p UGA GGU AGU AGG UUG UAU AGU U 478575_mir

hsa-let-7b-5p UGA GGU AGU AGG UUG UGU GGU U 478576_mir

hsa-let-7c-5p UGA GGU AGU AGG UUG UAU GGU U 478577_mir

hsa-let-7d-5p AGA GGU AGU AGG UUG CAU AGU U 478439_mir

表2. 完全一致の結果をもとに算出したTaqMan Advanced miRNA Assaysによる各hsa-let-7
ファミリーにおける交差反応率

Target

Assay hsa-let-7a-5p hsa-let-7b-5p hsa-let-7c-5p hsa-let-7d-5p

hsa-let-7a-5p 100 0 0 0

hsa-let-7b-5p 0 100 0 0

hsa-let-7c-5p 1.5 0.1 100 0

hsa-let-7d-5p 0 0 0 100

表3. ヒト肝臓由来の totalRNAの段階希釈による検出限界の評価に使用したTaqMan Advanced 
miRNA Assays

miRNA name
Relative 

expression 
in liver

miRNA sequence 製品番号

hsa-miR-16-5p High UAGCAGCACGUAAAUAUUGGCG 477860_mir

hsa-miR-21-5p High UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA 477975_mir

hsa-miR-141-3p Medium UAACACUGUCUGGUAAAGAUGG 478501_mir

hsa-miR-130b-5p Low ACUCUUUCCCUGUUGCACUAC 477899_mir
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　　　：増幅せず、検出不可　　　　：Ct値 35以上　         ：Ct値 1レプリケートのみのため、計算不能

検出限界を、10 ng、1 ng、100 pg、10 pgおよび1 pgと段階希
釈したInvitrogen™ Human Liver Total RNAと、肝臓での発現
量をもとに選択した4種類のアッセイ（表3）を用いて評価しま
した。TaqMan Advanced miRNA Assaysと他社microRNA

アッセイをプロトコルに従い、並行して比較しました［12］。

各アッセイとすべての希釈段階の結果を通じて、TaqMan 

Advanced miRNA Assaysは、同等の他社microRNAアッ
セイと比較して低いCt値を示し、全般的により優れた感度
が得られました（図2）。さらに、hsa-miR-141-3pアッセイに
おいて一部の希釈段階サンプル（100 pg、10 pg、1 pg）で
他社microRNAアッセイは増幅せず、hsa-miR-16アッセイに

おいて1 pgのサンプルで、他社microRNAアッセイはhas増
幅を示しませんでした。また、TaqMan Advanced miRNA 

Assaysはテクニカルレプリケート（n=3）でも優れた再現性
を示し、特に低発現のhsa-miR-130b-5pの最低濃度におい
て、一貫して小さい標準偏差を示しました（表4）。TaqMan 

Advanced miRNA Assaysのより優れた感度と変動制の低
さは、さまざまな希釈段階とターゲットを、低発現のmiRNA

をより確実に同定できることを示すものです。一方、他社
microRNAアッセイは感度が低く、偽陰性のデータが生じる
可能性や生物学的プロセスに誤解につながる可能性があり 

ます。
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図2. 段階希釈したヒト肝臓由来の totalRNAの増幅。ターゲットの相対的発現量（高、中、低)をもとに選択した4種類のアッセイすべてで、TaqMan Advanced miRNA 

Assaysは他社microRNAアッセイと比較してより優れた感度を示しました。また、増幅のばらつきもすべてのTaqMan Advanced miRNA Assaysにおいてわずかでした。
エラーバーは3反復から算出された標準偏差を示します。

表4. 段階希釈したヒト肝臓由来の totalRNAのCt値と標準偏差

ND 検出せず、増幅なし

増幅  Ct >35

＊Ct値が得られたのが1レプリケートのみのため、SDは計算できず。

hsa-miR-21 hsa-miR-16 hsa-miR-141-3p hsa-miR-130b-5p

TaqMan Advanced 
miRNA Assay

他社
miRNAアッセイ

TaqMan Advanced 
miRNA Assay

他社
miRNAアッセイ

TaqMan Advanced 
miRNA Assay

他社
miRNAアッセイ

TaqMan Advanced 
miRNA Assay

他社
miRNAアッセイ

RNA input Ct SD Ct SD Ct SD Ct SD Ct SD Ct SD Ct SD Ct SD

10 ng 19.06 0.28 24.09 0.23 19.91 0.11 22.27 0.25 26.50 0.58 33.71 0.78 26.36 0.08 30.19 0.47

1 ng 22.60 0.04 27.65 0.29 24.11 0.07 25.95 0.30 29.46 0.06 39.00 NA 29.37 0.11 34.26 1.97

100 pg 25.63 0.01 30.59 0.07 27.34 0.00 29.70 0.77 32.12 0.87 ND NA 33.18 0.51 35.40 1.55

10 pg 29.79 0.08 37.24 0.15 31.27 0.09 33.88 NA 34.78 0.64 ND NA 33.58 0.45 35.45 NA

1 pg 32.91 0.05 37.24 0.79 35.95 0.64 ND NA 36.40 0.28 ND NA ND NA ND NA
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TaqMan Advanced miRNA 

Assaysは血清中における
わずかな発現量の差を高精度で測定
発現の精度を特定するため、3種類の異な
るmiRNA（hsa-miR-10a、hsa-miR-7aお
よびhsa-miR-302a）の合成配列を添加し
て血清サンプル1および2を作成しました。
血清サンプル1は、3つのmiRNAsを等モル
濃度で添加しました（6×104 copies/µg of 

RNA）。血清サンプル2では、血清サンプ
ル1の添加濃度に対して、hsa-miR-10aを
5倍、hsa-miR-7aを2倍、hsa-miR-302aを
2分の1にて添加しました［9］。3つすべて
のmiRNAに関して、血清サンプル1と2の
予測濃度と測定濃度を比較して精度を特
定しました。図3より、TaqMan Advanced 

miRNA Assaysは、他社microRNAアッセ
イと比較して、miRNA濃度のわずかな差を
より正確に定量可能でした。

TaqMan Advanced miRNA 

AssaysはmiR-Ampを用いた
ユニバーサルな増幅により
独自の高感度性を実現
miR-Ampを用いたユニバーサルな増幅ス
テップにおいてバイアスが生じないことを
評価するため、426種類の合成配列の等量
溶液（各miRNA 6×105コピー）を調製し、
TaqMan Advanced cDNA Synthesis Kit

の標準プロトコルと、miR-Ampによる増
幅ステップを除外したプロトコルのそれぞ
れに従い逆転写を実施しました。ランダム
に選択した64種類の合成配列と対応する
TaqMan Advanced miRNA Assaysを用
いて、合成された各cDNAの測定を実施し
ました。miR-Ampによるユニバーサルな
増幅の有無それぞれにおけるCt値の差を
算出しました（図4）。ランダムに選択した
TaqMan Advanced miRNA Assays全般
にわたって、Ct値は7から9への一貫した差
が見られたことから、増幅によるバイアス
がかからず、低発現量のmiRNAの検出感
度が向上したことが示されました。

図3. 血清に混ぜた合成miRNAsの相対平均∆ Ct値。（A）血清サンプル2は、3つの合成miRNAsを異な
る濃度で混ぜ、血清サンプル1は、同じmiRNAsを一定の濃度で混ぜました。（B）RT-qPCRで定量した
miRNAの実測濃度と、計算上の濃度との差を相対発現比（log2）として表しました。

図4. miR-Ampによるユニバーサルな増幅による感度向上。（A）サンプル内のすべてのmiRNAの均一
な増幅を促進するmiR-Ampユニバーサルプライマー（B）miR-Ampによるユニバーサルな増幅有無それ
ぞれで作成したcDNA間で、64種類のTaqMan Advanced miRNA Assaysの∆ Ct値は一貫しており、増
幅バイアスがなく、7～9サイクルの感度の向上を示しました。
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miRNA 定量において新たなスタンダードを確立
ここ20年ほどでmiRNAの研究は急速に広がり、数多くの重要
な生物学的プロセスにおいて、遺伝子を包括的に制御する非翻
訳性のmiRNAの大きな重要性がより理解されるようになりまし
た［11］。さらには、体液内の循環型miRNAの存在と、その発現
が病態と関係することが明らかになり、バイオマーカーや将来
の診断ツールとして活用される可能性を生み出しています［7］。
高感度で安定した効率的なmiRNAのリアルタイムPCR反応を
可能にするTaqMan Advanced miRNA Assaysは、現在および
将来の研究アプリケーションを支える可能性があることを実証
しました。TaqMan Advanced miRNA Assay ワークフローは、
1塩基の違いまでを識別する優れた特異性と、増幅バイアスが
ない高い感度を提供し、miRNAに対するリアルタイムPCR検出
の新たなスタンダードを確立するために特別にデザインされま 

した。
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