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研究成果の概要（和文）：生細胞イメージング技術およびタンパク質精製技術を駆使してSAMD9と液液相分離の
関わり、および変異による影響を検証した。全長SAMD9分子の安定的な産生および精製に成功し、タンパク質溶
液が塩強度依存的に液滴形成を示すことを示した。変異体を発現する293細胞では亜ヒ酸誘導性のストレス顆粒
合成が低下したが、E974K変異体の精製サンプルは液滴形成が保持されていた。変異の影響は核酸結合能など
SAMD9の液滴形成以外の機能に影響している可能性がある。精製タンパク質サンプルを用いたクライオ電顕解析
に挑戦したが、グリッド上でSAMD9が凝集する現象を制御しきれず、十分な観察にはいたらなかった。

研究成果の概要（英文）：Using live cell imaging and protein purification techniques, we examined the
 relationship between SAMD9 and liquid-liquid phase separation and the effects of mutations. Stable 
production and purification of full-length SAMD9 molecules were successfully achieved, showing that 
the protein solution exhibits droplet formation in a salt-dependent manner. Arsenite-induced stress 
granule formation was reduced in 293 cells expressing the mutant, but purified samples of the E974K 
mutant retained droplet formation. It is possible that the mutation affects functions other than 
droplet formation of SAMD9, such as nucleic acid binding ability. We tried cryo-EM analysis using 
purified protein samples, but could not fully observe the single SAMD9 molecules due to aggregation.

研究分野： 小児内分泌学

キーワード： 液液相分離　SAMD9　MIRAGE症候群　先天性疾患　単一遺伝子疾患

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
SAMD9/SAMD9Lは先天性疾患MIRAGE症候群および小脳失調汎血球減少症候群の責任遺伝子であるが、これら分子の
機能は不明であった。本研究を通じ、SAMD9/SAMD9Lが液液相分離に関与する分子であることを示し、その分子病
態の背景には細胞内での適切な分子集合の障害がある可能性を示唆した。今後のMIRAGE症候群および小脳失調汎
血球減少症候群の分子病態解明に向け重要な知見を得ることができた。研究期間中に臨床症例に対する遺伝子解
析を積極的に進めた。研究プロジェクト全体としては、4年間の研究期間中に９編の査読つき英文論文を発表
し、今後の研究基盤を形成する知見を提供した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 

真核細胞は局所に生体高分子のやわらかな凝集を作り、細胞骨格形成などの反応を効率良く

行うが、その機序に液-液相分離（LLPS）が関わることが理解されてきた。LLPS の研究対象は、

当初 RNA 顆粒などに限られていたが、現在ではエンハンサー複合体、細胞骨格など多様な生命

現象へ波及しつつある。しかし LLPS 機構の異常がヒト疾患にどのように関与するかは大部分不

明である。本研究は、先天性疾患の原因分子であり、新タイプの LLPS 関連分子と考えられる

SAMD9/SAMD9L に対し集中的な構造・機能解析を行う。これにより、LLPS 制御の分子機構を

明らかにするとともに、ヒト LLPS 異常症解明の端緒となる知見を得ることを目指す。本研究の

強みは遺伝子工学、構造生物学そして遺伝医学の融合にあり、特に LLPS 異常症としての先天性

疾患を切り口とする点において独自性が高い。 

 

 

２．研究の目的 

 

本研究の目的は① LLPS 関連分子としての SAMD9/SAMD9L の機能の解明 ② LLPS 関連ド

メインとしてのSAMドメインの構造の解明 ③ 先天的LLPS異常症としてのSAMD9/ SAMD9L

異常症の細胞レベル病態の解明 の 3 点である。3 テーマはそれぞれが補完関係にあり、LLPS

制御（形成、維持、解消など）の生理と病理の解明を狙った。 

 

３．研究の方法 

 

本研究の 3 つのテーマ（SAMD9/SAMD9L の機能の解明・SAM ドメインの構造の解明・

SAMD9/SAMD9L 異常症の細胞レベル病態の解明）に対応した研究計画を遂行した。 

 

テーマ① SAMD9/SAMD9L の機能の解明 

 

LLPS 関連分子は低濃度で LLPS を起こすスキャッフォールドとこれら分子に同調して LLPS

を起こすクライアントが知られており、両者の組み合わせの特定はコンパートメントの生物

学的意義を把握する上で有用である。SAMD9/SAMD9L が関与するコンパートメントを特定す

るため、一過性の弱い相互作用を網羅的に同定する手法として近年開発された近接性標識法

による解析を行った。また、精製 SAMD9/SAMD9L タンパク質が塩強度変化により LLPS を

起こすかを検証した。具体的には pH、イオン強度、各種濃度の高分子（核酸など）などで条

件マトリックスを作り、混和・液滴形成実験を行って LLPS 規定条件を決定した。 

 

テーマ② SAMD9/SAMD9L の構造の解明 

 

LLPS 関連分子の構造学的情報は乏しく、一部ドメインの構造解析でも重要な知見となる。本

研究では SAMD9/SAMD9L が LLPS を起こす上で必須の SAM ドメインに着目し、集中的な

構造解析を行った。SAM ドメイン（約 90 アミノ酸残基）の構造解析の第一選択は結晶構造

解析でり、SAMD9/SAMD9L が塩強度変化により LLPS を起こすことから塩強度により結晶

パッキングや結晶化速度が影響を受ける可能性を考慮し、塩強度と pH を中心としたマトリ

ックスを持つ結晶化スクリーニングキットを選択した。放射光を利用した X 線結晶構造解析

を行い、立体構造に関するデータを得た。また全長 SAMD9 分子の高純度サンプルを取得し、

クライオ電顕による単粒子解析を試みた。 

 



テーマ③ SAMD9/SAMD9L 異常症の細胞レベル病態の解明 

 

研究代表者は SAMD9 異常症（MIRAGE 症候群）と SAMD9L 異常症（運動失調汎血球減少症

候群）の遺伝子解析研究につき施設倫理委員会承認を受け、日本新生児成育医学会と連携し

た臨床調査を行った。SAMD9/SAMD9L 異常症は現在までに世界で約 50 例報告され、うち 15

例は研究代表者による報告であり単一研究機関として圧倒的最多である。研究期間中にさら

に新規患者検体の収集と遺伝子解析を行った。 

 

４．研究成果 

 

テーマ① SAMD9/SAMD9L の機能の解明 

  

全長 SAMD9 の C 末端側に遺伝子改変型ビオチンリガーゼ TurboID を付加したコンストラク

トをHEK293細胞に発現させ、細胞内で SAMD9と近接する分子群の網羅的な同定を試みた。

その結果、SAMD9 に対して有意に近接する分子として既知の LLPS 関連分子は同定されなか

ったが、逆に既知の LLPS 関連分子でありストレス顆粒形成に関与する G3BP1 が野生型

SAMD9 とは近接できない状態となっていることがわかった。同様の実験を R459Q 変異型

SAMD9 で行った所、G3BP1 との近接性はコントロール（TurboID-NES）と同水準であり、変

異の特性のひとつは G3BP1 との相互作用の変化であることが示唆された。 

SAMD9 精製タンパク質を用いて、タンパク質濃度および塩強度を変化させた場合の液滴形

成能の変化を系統的に検証した。その結果、SAMD9 は細胞内に存在する生理的濃度（30 nM）

においても in vitro における液滴形成能を有することが示された。この液滴形成能力が変異体

においても保持されるのか影響を受けるのかに興味が持たれたが、E974K 変異体を用いた検

討では液滴形成能には有意な変化は認めなかった（下図）。 

 

  

 

テーマ② SAMD9/SAMD9L の構造の解明 

 

SAM ドメインタンパク質の高純度結晶を作成し、SPring-8 での X 線回折実験を行った。2.5

オングストローム分解能のデータセットが得られたため、原子分解能の立体構造を解析でき

た（下図）。SAM ドメインは自己重合ドメインであることが示唆され、実際に mVenus と

mTurquoise2 を使った FRET により、SAM-SAM 会合が溶液中に起こることを示した。また、

SAM-SAM 会合を阻害する人工変異を構造的に予測し、組み込んだところ、FRET 効率を変化

させることができることがわかった。 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

全長 SAMD9 分子のクライオ電鍵観察用試料を作製しクライオ電顕観察に供したが、分子の

凝集傾向が制御困難であり、適切な密度で分子が配置されたグリッドを作製することができ

なかった。限られた撮像枚数のデータから構築された立体構造の解像度は低く、全体構造を

推測することはできなかった。 

 

テーマ③ SAMD9/SAMD9L 異常症の細胞レベル病態の解明 

 

研究期間中に臨床症例に対する遺伝子解析を積極的に進めた。研究プロジェクト全体として

は、4 年間の研究期間中に９編の査読つき英文論文を発表し、今後の研究基盤を形成する知

見を提供した。また、論文実績としては未刊行であるが、患者由来の皮膚線維芽細胞３ライ

ンを研究期間中に作製した。うち１ラインは iPS 細胞の作製に成功しており、今後の研究に

応用可能である。 
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