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研究成果の概要： 
ゴーシェ病の中枢神経症状に対する病態解明と治療法の開発を目的として新たなゴーシェ病

のモデルマウスの開発を行う。マウスのグルコセレブロシダーゼ遺伝子に変異を導入したター

ゲティングベクターを作成した。 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2006 年度 2,200,000 0 2,200,000 

2007 年度 100,000 0 100,000 

2008 年度 100,000 30,000 130,000 

年度    

  年度    

総 計 2,400,000 30,000 2,430,000 

 
 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：内科系臨床医学・小児科学 
キーワード：小児科・先天代謝異常・神経 
 
１．研究開始当初の背景 
現在までに報告されているゴーシェ病のモ
デルマウスは、生後間もなく死亡するか、神
経症状の無い軽症のものが多く、治療研究に
は有用ではない。従って新たなモデルマウス
の開発を計画した。特徴は、中枢神経障害の
頻度が高い日本人に比較的多い変異をマウ
スに導入すること、コンディショナルノック
アウトの手法を用いてマウスの症状をコン
トロールする点である。このマウスの特徴は
少なくとも 1 つは、点変異のアリルを持って
いる、即ち変異型の酵素を持っているという
点にある。中枢神経障害が出現し、かつある
程度の期間生存できるゴーシェ病マウスが
開発できれば、治療研究も進展すると考えら

れその意義は大きい。 
２．研究の目的 
ゴーシェ病の中枢神経症状に対する病態解
明と治療法の開発を目的として新たなゴー
シェ病のモデルマウスの開発を行う。方法は、
１）日本人に多い L444P 変異、F213I 変異
を導入したマウスの作成、２）L444P 変異の
ホモマウスは生直後に死亡するが、コンディ
ショナルノックアウトを組み合わせること
により、このマウスの生直後の死亡を防ぐ。
即ち重症ではあるがある程度の期間生存で
きるマウスを作成する。３）得られた変異マ
ウスについて症状、酵素活性、脂質の蓄積な
どについて評価する。４）神経症状を徐々に
発症し、半年程度で死亡するようなマウスが
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得られた場合、治療を試み、その有効性を明
らかにする。  
 
３．研究の方法 
マウスグルコセレブロシダーゼのゲノムに
変異を導入したノックインマウスを作成す
る。導入する変異については、グルコセレブ
ロシダーゼのL444P変異、F213I変異とする。
マウスのグルコセレブロシダーゼ遺伝子に
変異を導入したターゲティングベクターを
作成し、マウス ES 細胞へ電気穿孔法を用い
て導入する。そして ES 細胞中の目的とする
グルコセレブロシダーゼ遺伝子の配列をタ
ーゲティングベクター中の変異遺伝子によ
る相同組み換えによって置換する。相同組み
換えは、グルコセレブロシダーゼ遺伝子ゲノ
ムＤＮＡ配列と、ターゲティングベクター中
の非改変部分との配列との相同性を利用し
て、ある確率をもって生じさせることができ
る。得られた組み換えＥＳ細胞につき、相同
組み換えが起こっているかどうかまずネオ
マイシンの薬剤耐性因子によりスクリーニ
ングを行う。更にＰＣＲ法により、スクリー
ニングを行う。この方法においてネオマイシ
ン耐性因子の配列の存在がグルコセレブロ
シダーゼの発現に影響を与える可能性を除
外するためにネオマイシン耐性因子領域を
Cre/loxp システムで削除する。ターゲティン
グベクターのネオマイシン耐性因子の両側
に loxp 配列をあらかじめ導入しておく。組
み換えの起きた ES 細胞中で Cre 酵素を一時
的に発現させる事により、ネオマイシン耐性
因子を持たない ES 細胞が得られる。 
こうして得た変異遺伝子を持つＥＳ細胞を、
マイクロインジェクション法を用いて野生
型マウスの胚盤胞に導入する。そして、この
ＥＳ細胞胚を偽妊娠状態の仮親マウスの子
宮に移植し、出産させることによりキメラ動
物を作製する。 
同様の方法を用いて、グルコセレブロシダー
ゼのコンディショナルノックアウト用マウ
スを作成する（loxp-GBA)。 
４．研究成果 
18 年度から 19 年度にかけてマウスグルコセ
レブロシダーゼのゲノムに変異を導入した
ターゲティングベクターを作成した。ターゲ
テ ィ ン グ ベ ク タ ー の 作 成 に は BAC 
recombineering system を用いた。まず、マ
ウスグルコセレブロシダーゼ遺伝子を含む
BAC を基にしてそのイントロン領域へ両端を
Cre 配列で挟んだネオマイシン耐性遺伝子を
挿入した。次に、この BAC に一塩基置換とな
る変異（3018T→A）を導入した。この変異は、
ヒトグルコセレブロシダーゼの F213I変異に
相当する。この BAC のグルコセレブロシダー
ゼ 遺 伝 子 を 含 む 領 域 を プ ラ ス ミ ド に
recombineering を用いて大腸菌内でサブク

ローニングすることでターゲッティングベ
クターを作成した。20 年度はこのベクターの
配列の確認を行った。また、マウス ES 細胞
へ導入するための準備として細胞培養の準
備を行った。 
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