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研究成果の概要（和文）：第１に世界初のMIRAGE症候群モデル細胞を樹立し、野生型SAMD9遺伝子は細胞増殖を
抑制すること、および変異型SAMD9遺伝子は野生型SAMD9遺伝子の作用を強く増強する“機能獲得型変異”である
ことを示した（Nat Genet 2016）。第２に野生型ヒトSAMD9遺伝子を有する遺伝子改変マウス、すなわちROSA26
遺伝子プロモーターの制御下でloxP-終止コドン-loxPの3’側にRFP-野生型SAMD9をホモ接合性に有するマウスの
作成に成功した。第3に野生型ヒトSAMD9遺伝子を有する遺伝子改変メダカ、および変異SAMD9遺伝子を有する遺
伝子改変メダカの作成を試みている。

研究成果の概要（英文）：We first defined MIRAGE ( myelodysplasia, infection, restriction of growth, 
adrenal hypoplasia, genital phenotypes, and enteropathy) syndrome, which is caused by germline de 
novo hetrozygous SAMD9 mutations. We tested the effect of each SAMD9 protein (wild type or mutant) 
on the growth of HEK293 cells with inducible expression of these proteins. Expression of the SAMD9 
wild-type protein resulted in mild growth restriction, whereas expression of each mutant SAMD9 
caused profound growth inhibition. These findings imply that the identified SAMD9 mutations in 
MIRAGE syndrome activate the intrinsic growth-restricting function of SAMD9 (Nat Genet, 2016). We 
next generated transgenic mice having Lox P-stop codon-lox P followed by wild-type human SAMD9 gene,
 which is theoretically driven by ROSA26 gene promoter. These mice, either male or female, are 
fertile. We are currently generating transgenic medaka having either wild-type or mutant human 
SAMD9.

研究分野： 小児内分泌学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
研究申請当時、申請者らは成長障害を主

症状とする先天性遺伝性疾患である MIRAGE
症候群（以下本症候群）の責任遺伝子とし
て SAMD9 遺伝子のヘテロ接合性新規バリエ
ーション 4種類（R459Q など）を同定して
いた（当時未発表データ）。また本症候群
患者 2名に由来する皮膚繊維芽細胞の増殖
がともに不良であることを確認していた。
さらにそれらの皮膚繊維芽細胞に SAMD9遺
伝子の発現を減弱させる small 
interfering RNAを導入すると細胞増殖能
は改善した。しかし、同定した SAMD9遺伝
子のヘテロ接合性新規バリエーションが真
の病因か否かは未確定であった。そこで、
本症候群の疾患モデル細胞およびモデル動
物の作成により、とくに成長に注目して変
異 SAMD9 遺伝子の機能を in vitro および
in vivo で解析する系を確立し、同定した
新規バリエーションの病原性を評価すべき
と考えた。 
 
２．研究の目的 
上記背景から、変異 SAMD9 遺伝子は細胞増
殖を強く抑制することにより成長障害をき
たすという仮説を立てた。そこで本研究の
具体的な目的は以下の 3点である。（１）
変異 SAMD9遺伝子を安定発現させた本症候
群モデル細胞を作成し、その増殖能を解析
する。（２）変異 SAMD9 遺伝子を有する本
症候群モデル動物として遺伝子改変メダカ
を作成し、その成長を含む表現型を解析す
る。（３）変異 SAMD9 遺伝子を有する本症
候群モデル動物として遺伝子改変マウスを
作成し、その成長を含む表現型を解析する。 
 
３．研究の方法 
（１）本症候群疾患モデル細胞の樹立およ
びその増殖能の解析 

哺乳動物細胞のゲノムへの安定型遺伝子
組み込みを利用し、ヒト胎児腎由来 HEK293
細胞に野生型遺伝子 SAMD9 を導入した細胞
（野生型 SAMD9 細胞）、および本症候群患
者で最終的に同定した 8つの変異型遺伝子
SAMD9 を各々導入した細胞（疾患モデル細
胞）を作成した（付記：研究開始後にあら
たに 4種類の SAMD9遺伝子のヘテロ接合性
新規バリエーションを同定したため、計 8
種類の疾患モデル細胞を作成した。（図 1
参照）前述の仮説によれば、増殖速度が相
対的に高い SAMD9 遺伝子非導入細胞は変異
型 SAMD9 遺伝子導入細胞に比して優位に増
殖すると考えられる。そこで導入効率が問
題とならない安定発現株を利用し、遺伝子
非導入 HEK293 細胞、野生型 SAMD9 細胞およ
び疾患モデル細胞を樹立し、培養した。す
なわち、細胞樹立後、タイムラプス顕微鏡
により、3時間毎に 120 時間コンフルエン
スを計測することにより細胞増殖能を評価
した。 

 

 

図 1 同定した SAMD9遺伝子のヘテロ接合
性新規バリエーション 8種類（計 11 人の患
者）のクロマトグラム 
 
 
（２）本症候群モデル動物である遺伝子改
変メダカの作成  
 以下の 3つの方法により遺伝子改変メダ
カの作成を試みた。 

①方法 1；Creリコンビナーゼ誘導下に高
感度緑色蛍光たんぱく質（以下 EGFP）およ
び野生型（あるいは変異型）SAMD9 遺伝子
を発現するベクターを作成した。このベク
ターを受精卵 1 細胞期にマイクロインジェ
クションした。 

②方法 2； Cre リコンビナーゼ非誘導時
には赤色蛍光たんぱく質（以下 DsRED）の
みを発現し、Creリコンビナーゼ誘導時に
は、DsRED は発現せず、EGFP および野生型
（あるいは変異型）SAMD9遺伝子を発現す
るベクターを作成した。このベクターを受
精卵 1細胞期にマイクロインジェクション
した。 

③方法 3；マウスアクチンプロモーター
制御下に、loxP-終始コドン-lopPの 3’側
に EGFPおよび野生型 SAMD9遺伝子を連結し
た。このベクターを受精卵の１細胞期にマ
イクロインジェクションした。 
（３）本症候群モデル動物である遺伝子改
変マウスの作成 
 マウスには SAMD9に相当する遺伝子が存
在しないため、ROSA26 マウス ES 細胞株で
の相同組み替えを利用し、複数のステップ
を踏んで本症候群モデルマウスを作成する
方法を選択した。すなわち、まず ROSA26 遺
伝子プロモーターの制御下で loxP-終止コ
ドン-loxPの 3’側に red fluorescent 
protein (RFP)-野生型 SAMD9 を有する
23,323bp のターゲティングベクター（図 2
参照）を作成した（野生型 SAMD9 ベクター）。
さらにこのターゲティングベクターの
SAMD9 に本症候群で同定した変異のひとつ
(p.R1293W)を導入した（変異型 SAMD9 ベク
ター）。作成したおのおののターゲティン
グベクターを ROSA26 マウス ES 細胞にエレ
クトロポーレーションした。 



 

 

図 2  ROSA26 遺伝子プロモーターの制御
下で loxP-終止コドン-loxP の 3’側に red 
fluorescent protein (RFP)-野生型 SAMD9
を有するターゲティングベクター 

 

４．研究成果 
（１）本症候群疾患モデル細胞の樹立およ
びその増殖能の解析 

野生型 SAMD9遺伝子を導入した細胞の細
胞増殖は遺伝子非導入 HEK293 細胞に比し
やや不良であった。すなわちほぼコンフル
エントになった時間は、遺伝子非導入
HEK293 細胞で 60時間であったのに比し、
野生型 SAMD9細胞で 80時間であった。さら
に 8種類の疾患モデル細胞は野生型 SAMD9
細胞に比し、細胞増殖は明らかに不良であ
った。すなわち、８つの疾患モデル細胞す
べての 120時間後のコンフルエンスは 20～
40％であった（図 3参照）。 

 

図 3 野生型 SAMD9 遺伝子導入細胞および

疾患モデル細胞の細胞増殖能 

 
 以上のように、野生型および変異 SAMD9
遺伝子の機能を in vitro で解析する系、す
なわち世界初の疾患モデル細胞の樹立に成
功した。さらに、野生型 SAMD9遺伝子は細
胞増殖を抑制する機能を有すること、変異
型 SAMD9 遺伝子は野生型 SAMD9遺伝子の細
胞増殖抑制作用を強く増強する“機能獲得

型変異”であること、を世界で初めて示し
た。同定していた 8種類の SAMD9 遺伝子の
ヘテロ接合性新規バリエーションはいずれ
も病原性を有することも証明し、これらの
研究成果を発表した（雑誌論文 4; Nat Genet 
2016）。 
 
（２）本症候群モデル動物である遺伝子改
変メダカの作成 

①結果１；飼育中の受精卵において Cre
リコンビナーゼによる EGFP の誘導発現を
確認した。しかし、EGFPおよび野生型（あ
るいは変異型）SAMD9 遺伝子を持つメダカ
は全例発生過程で死亡し、出生にいたらな
かった。 

②結果 2；DsRED の蛍光観察により、この
ベクターの導入に成功した受精卵のみを杯
の段階で選択することが可能であった。導
入に成功した受精卵に対し、Cre リコンビ
ナーゼによる発現誘導を行った。EGFPおよ
び野生型（あるいは変異型）SAMD9 遺伝子
を持つメダカは全例発生過程で死亡し、出
生にいたらなかった。 

③結果 3；中期のう胚期において Creリ
コンビナーゼ誘導下に EGFP の発現を確認
した（図 4参照）。このメダカも全例発生
過程で死亡し、出生にいたらなかった。 

 以上の結果は、上記の方法では遺伝子
改変メダカを作成することは困難であるこ
とを強く示唆する。メダカにおいては、本
来存在しないヒト由来野生型（あるいは変
異型）SAMD9 遺伝子は強い細胞増殖抑制作
用を有するため、遺伝子発現が起こってし
まうと出生に至らない可能性を考えている。 
 

 
図 4 中期のう胚期において Creリコンビ
ナーゼ誘導下に発現した EGFP 
 
（３）本症候群モデル動物である遺伝子改
変マウスの作成 



野生型 SAMD9ベクターをインジェクショ
ンした ES細胞からヘテロ接合性にトラン
スジーンを有する ROSA26/S ノックインキ
メラマウスが出生した。このマウスを成獣
まで飼育後、野生型マウスとの掛け合わせ
により、トランスジーンをヘテロ接合性に
有する ROSA26/S ノックインマウスを作成
した。さらにこのマウス同士を掛け合わせ、
ROSA26 遺伝子プロモーターの制御下で
loxP-終止コドン-loxPの 3’側に RFP-野生
型 SAMD9 をホモ接合性に有するマウス（以
下終止コドン付きホモ野生型 SAMD9 マウ
ス）を作成した。現在終止コドン付きホモ
野生型 SAMD9マウスを飼育継続中であり、
生後 14週の時点まで明らかな表現型のな
いことを確認している。また終止コドン付
きホモ野生型 SAMD9マウス同士を掛け合わ
せ、雌雄ともに生殖能力を有することを確
認した。以上のように、世界で初めてヒト
野生型 SAMD9遺伝子を有する遺伝子改変マ
ウスの作成に成功した。 

一方、変異型 SAMD9ベクターをインジェ
クションした ES細胞からトランスジーン
を有する ROSA26/S ノックインキメラマウ
スは出生しなかった。この理由は明らかで
はない。しかし、マウスにおいては、変異
型 SAMD9 遺伝子が in vivoで極めて強い細
胞増殖抑制作用をもつため、ごく尐量でも
遺伝子発現が起こると出生に至らない可能
性を考えている。結果的に上述の方法では
本症候群モデルマウスを作成できないこと
を示唆しており、別の方法論の必要性を認
識した。 
 現在、終止コドン付きホモ野生型 SAMD9
マウス同士を掛け合わせた受精卵に対し、
CRISPR/CAS9 システムによるゲノム編集の
技術を用いて変異(p.R1293W)を導入し、終
止コドン付き変異型 SAMD9 ノックインマウ
スを作成する準備を進めている。 
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