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略語一覧 

 

3-OH-VKO  3-hydroxy-vitamin K epoxide 

4’-OH  4'-hydroxywarfarin 

6-OH  6-hydroxywarfarin 

6PGD  6-phosphogluconate dehydrogenase 

7-OH  7-hydroxywarfarin 

7OH-d5-warfarin  Phenyl-d5-7-hydroxywarfarin 

8-OH  8-hydroxywarfarin 

10-OH  10-hydroxywarfarin 

%RE  Inter/intraday accuracy 

%RSD  Inter/intraday precision 

AAALAC 

International 
 Association for Assessment and Accreditation of Laboratory 

Animal Care International 

ADME  Absorption, distribution, metabolism, and excretion 

AhR  Aryl hydrocarbon receptor 

APCI  Atmospheric-pressure chemical ionization 

AUC  Area under the curve 

BCA  Bicinchoninic acid assay 

C18  Octadecyl silyl column 

CaCl2  Calcium chloride 

CAR  Constitutive androstane receptor 

cDNA  Complementary DNA 

CDS  Coding sequence 

Cmax  Maximum concentration 

cMOAT  Canalicular multispecific organic anion transporter 1 

CPR  Cytochrome P450 reductase 

CYP  Cytochrome P450 

DTT  Dithiothreitol 

DW  Distilled water 

ELP3  Elongator complex protein 3 

ER  Endoplasmic reticulum 

ESI  Electrospray ionization 

G6P  Glucose-6-phosphate 

G6PD  Glucose-6-phosphate dehydrogenase 

GAPDH  Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
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GGCX  Gamma-glutamyl carboxylase 

Gla  Gamma glutamyl carboxylation 

HEK293  Human embryonic kidney cells 293 

HEPES  4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid 

HPLC  High performance liquid chromatography 

HRP  Horseradish peroxidase 

HSP27  Heat shock protein 27 

IC50  Half maximal inhibitory concentration  

I.P.  Intraperitoneal 

IUCN  International Union for Conservation of Nature 

I.V.  Intravenous 

K1-d7  Deuterium labelled vitamin K1 

KCl  Potassium chloride 

KH2  Vitamin K1 hydroquinone 

Km  Michaelis constant 

KPB  Potassium phosphate buffer 

LOD  Limit of detection 

LOQ  Limit of quantification 

MD  Molecular dynamics 

MgCl2  Magnesium chloride 

mRNA  Messenger RNA 

MRP1  Multidrug resistance-associated protein 1 

MS/MS  Tandem mass spectrometer 

NaCl  Sodium chloride 

NADH  Nicotinamide adenine dinucleotide 

NADPH  Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 

NaHCO3  Sodium hydrogen carbonate 

NaH2PO4  Sodium dihydrogen phosphate 

Na2SO4  Sodium sulfate 

NCA  Noncompartmental analysis 

NPT  Isothermal–isobaric ensemble 

NQO1  NAD(P)H quinone dehydrogenase 1 

O-GlcNAc  O-linked β-N-acetylglucosamine 

OPLS3  Optimized potentials for liquid simulations 

P450  Cytochrome P450 

PCR  Polymerase chain reaction 
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PDB  Protein data bank 

P.O.  Per os (oral administration) 

POPC  Phosphatidylcholine 

PPP  Pentose phosphate pathway 

PT-INR  Prothrombin time international normalized ratio 

PVDF  Polyvinylidene difluoride 

PXR  Pregnane X receptor 

R5P  Ribose 5-phosphate 

RMSF  Root mean square fluctuation 

RPS-6  Ribosomal protein S6 

R-rats  Warfarin-resistant black rats 

SDS-PAGE  Sodium dodecyl sulfate Polyacrylamide gel electrophoresis 

SD rat  Sprague-Dawley rat 

SEM  Standard error of the mean 

SIRT2  NAD-dependent deacetylase sirtuin 2 

S-rats  Warfarin-susceptible black rats 

TCDD  2,3,7,8-Tetrachlorodibenzodioxin 

THP  Tris(3-hydroxypropyl)phosphine 

TIP3P  Three-site transferrable intermolecular potential 

Tmax   Time when concentration reach maximum value 

UGT  UDP-glucuronosyltransferase 

UV  Ultraviolet 

VK  Vitamin K1 quinone 

VKO  Vitamin K1 epoxide 

VKOR  Vitamin K1 epoxide reductase 

VKORC1  Vitamin K epoxide reductase complex subunit 1 

VKORC1L1  Vitamin K epoxide reductase complex subunit 1 like 1 

VKR  Vitamin K quinone reductase 

Vmax  Maximum velocity 

Vmax/Km  Enzymatic efficiency 
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― 第一章 ― 

序論 

 

ネズミ駆除の必要性 

ネズミ目／齧歯目（Rodentia）は 2200 種以上から構成され現生哺乳類の約 40%を

占める哺乳類中最大のグループである [1]。このうち、ドブネズミ（Rattus norvegicus）、

クマネズミ（Rattus rattus）、ハツカネズミ（Mus musculus）の 3 種は人間社会と生活

圏を共にする事からイエネズミと総称される [2]。これらイエネズミは下記に示すよ

うな種々の経済的、衛生的被害を生じるためにしばしば害獣として認知される。 

まず、経済上の被害として農作地に於ける農作物や小売店・レストランに於ける食

品の食害が挙げられる。農林水産省の調査では 2010 年から 2018 年までに国内で合計

15 億円を超えるネズミに由る農作物被害が確認されている（Table 1-1）[3]。また、食

品加工工場に於ける加工製品中への糞尿・死体等の混入や、ケーブル類を齧る事で生

じるビル火災等、ネズミの建築物への侵入は時に大規模な経済的損失を生じる可能性

もある。一方、衛生上の懸念としては齧歯類が感染症を媒介する事が挙げられる。動

物から人間に感染する疾病を人獣共通感染症と呼ぶが、この内レプトスピラ症、ハン

タウイルス肺症候群等、20 種類以上の感染環に齧歯類が関与する [4]。特に、ネズミ・

ノミが媒介する Yersinia pestis により引き起こされるペストは、2017 年にマダガスカ

ル島で流行し 100 人以上が死亡する大規模なインシデントとなった [5]。このような

感染症のアウトブレイクに対しては媒介動物であるネズミの駆除が感染拡大防止に

於いて必須となる。 

また、これらイエネズミはヒトの移動や物流に伴い外来動物として生息域を広げ、

その繁殖力の高さから生態系を攪乱する事もある [6]。例えば、南太平洋のイギリス

領ゴフ島は IUCNレッドリスト絶滅危惧 IB類であるズキンミズナギドリ（Pterodroma 

incerta）の数少ない繁殖地の一つであるが、これらの卵・雛が外来ネズミに食害され

ている事が確認されている [7]。日本では、2011 年に世界自然遺産に登録され、その

固有の生態系から「東洋のガラパゴス」とも呼称される小笠原諸島で外来ネズミの侵

入が問題となっている。小笠原諸島でも外来ネズミの消化管から野鳥の筋肉・羽毛が

確認され、実際に固有種の食害が生じている事が判明している [8]。 このように、経

済、公衆衛生、環境保全の観点からネズミの駆除が必須となる事例は多い。ネズミ駆

除の手法はかご罠、粘着トラップ等による物理的駆除と毒餌＝殺鼠剤の散布による駆

除という 2 つに大別される。前者は家屋等、屋内での小規模の駆除には事足りる反

面、より大規模な範囲での個体群レベルのコントロールに対しては効力が十分でない

事が多く、殺鼠剤の散布が必要となる。 
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抗血液凝固系殺鼠剤 

殺鼠剤によるネズミ駆除の歴史は古く、1800 年代後半には既にストリキニーネが

殺鼠剤として使用された記録がある他、ユリ科の植物である赤色海葱（Drimia 

maritima）から抽出される強心配糖体アルカロイドのシリロシドや神経毒性を有する

金属であるタリウム等も殺鼠剤として使用されてきた [9]。しかしながらこれらはい

ずれも急性毒であり、ヒトや標的外生物が誤食した際の危険性が高いという欠点があ

った。このため、環境中への大規模な散布に際しては、ビタミン K の投与で解毒可能

な抗血液凝固系殺鼠剤が最も広く使用されてきた。 

 抗血液凝固系殺鼠剤の発見は 1930 年代に米国で発生したウシの出血性疾患に起因

する。ウィスコンシン大学のリンク博士らの研究により、その原因物質はスイートク

ローバー中に含まれるクマリンがカビにより変性したジクマロールだと判明した 

[10]。この化学物質を基に合成されたクマリン系殺鼠剤がワルファリンである。ワル

ファリンやインダンジオン誘導体はビタミン K エポキシド還元酵素（VKOR）を阻害

する事で出血毒性を発揮する（Fig.1-1）。ビタミン K はγグルタミルカルボキシラー

ゼ（GGCX）の補因子として働き、ビタミン K 依存性タンパク質中の特定のグルタミ

ン酸残基をγカルボキシグルタミン酸（Gla）へ変換する際に不可欠な栄養素である。

そしてこの反応により酸化・不活化されたビタミン K エポキシド（VKO）を還元し

リサイクルする事が VKOR の役割である [11]。ビタミン K の供給源として植物が合

成するフィロキノン（ビタミン K1）と腸内細菌の産生や食肉中に含まれるメナキノ

ン（ビタミン K2）の大きく 2 つがあるが、肝臓での蓄積量は生理的な要求量より低

い肝重量（g）あたり pmol オーダーであり、正常な血液凝固能を保つには VKOR に

よるビタミン K のリサイクルが必須である [12]。殺鼠剤による VKOR 活性の阻害は

ビタミン K 依存性血液凝固因子（第 II、VII、IX、X 因子）を枯渇させ血液凝固時間

を延長させ、最終的に消化管や肺等からの出血毒性が生じる。また、GGCX は骨基質

タンパク質であるオステオカルシンやマトリックス Gla タンパク質の Gla 化も行い

骨石灰化の促進や細胞増殖等にも関与する [13]。 

しかしながら、ワルファリンの度重なる使用でこれらに抵抗性を示すネズミ、所謂

スーパーラットが出現した。1958 年にスコットランドで最初の抵抗性ラットが確認

された[14]のを皮切りに、ヨーロッパ各国、北米、オーストラリア、アジア諸国と世

界各地でその存在が確認されている。日本でも 1980 年代に最初の抵抗性ネズミが東

京で確認されて以降、大阪や福岡など各地で報告されており、東京ではその 8 割を抵

抗性群が占めるという報告もある [15,16]。抵抗性齧歯類への対策としてジフェナク

ム、ブロジファクムといった体内の蓄積性・毒性を強化した第二世代抗血液凝固系殺

鼠剤が開発された（Fig.1-2）[17]。しかしながら、第二世代殺鼠剤はその毒性の強さ
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から非対象生物での中毒事例が絶えない。野生動物においては 1980 年以降 7000 件以

上の殺鼠剤散布による死亡事例が確認され、そのうち 70%以上が希少性の高い猛禽

類である [18]。また、第二世代殺鼠剤に対しても抵抗性を有するネズミが既に確認さ

れている [19]。つまり、安全かつ抵抗性ラットにも有効な殺鼠剤は現状存在しない。

この要求を満たす新規殺鼠剤を開発するには抵抗性メカニズムの解明が必要である。 

 

抵抗性の分子生物学的メカニズム 

殺鼠剤抵抗性齧歯類自体は 1950 年代から確認されてきたものの、殺鼠剤標的分子

VKOR をコードする遺伝子 VKORC1（VKOR complex subunit1）が 2004 年に同定され

るまでその抵抗性獲得機序は不透明であった [20]。この報告を受けて、フランスの抵

抗性ラットの VKOR では 139 位のチロシンがフェニルアラニンに変異している事が

判明した [21]。これ以降、イギリスやドイツ・ベルギーなどヨーロッパや中国・韓国

等で発見された抵抗性齧歯類は 139 位のチロシンがフェニルアラニン或いはシステ

イン、セリンに変異している事が判明した [22,23]。VKOR 中のワルファリンの結合

サイトの一つは 138－140 位のアミノ酸領域だと考えられており、本変異により殺鼠

剤との結合性が低下していると見なされている。一方、58 位や 128 位等、139 位以外

の変異パターンでも抵抗性を生じ得る事が確認されている [24,25]。また、我が国で

は 139 位の変異は確認されておらず、41 位、58 位、61 位、76 位等に変異を持つ抵抗

性群が確認されている [26]。 

このように、世界各地で多様な変異パターンが確認されているが、これらの変異

VKOR の殺鼠剤感受性を調べると、それぞれ異なる阻害率を示しており、中には変異

があるにも拘らず生体レベルでは抵抗性を示さない変異パターンも存在する [27]。

このため、現状、結合サイト付近の変異は抵抗性を生じる可能性が高いと言えるが、

それ以外の変異が抵抗性に寄与するかを判断する体系的な基準はなく、それぞれの変

異に対して表現型や構造に与える影響を評価する必要がある。一方、VKOR 変異を持

たないにも拘らず抵抗性を示す個体群等も確認されている [28]。また、VKORC1 の

パラログとして VKORC1 like 1 （VKORC1L1）も発見されているが、VKORC1L1 は

ラットでは血液凝固因子産生を担う肝臓中での発現量が低く、肝臓以外での酸化スト

レス応答等に関与すると考えられている [29]。 

VKOR 変異以外の抵抗性獲得の原因としては体内動態の変化が挙げられる。体内

動態は主に吸収 Absorption 分布 Distribution 代謝 Metabolism 排泄 Excretion という要

素で構成される（ADME）。これら ADME に関与する因子の変異、例えば吸収率の低

下や代謝排泄能の向上といった表現型を齎す変異は薬効発現を低下させる可能性が

ある。この内、特に薬物代謝酵素シトクロム P450（CYP、P450）は医薬品のうち 7 割
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程度の代謝に関与すると呼ばれる重要な薬物代謝酵素であり、ワルファリンの代謝も

担う事が知られている [30]。 

殺鼠剤抵抗性齧歯類についても、第二世代殺鼠剤ブロマジオロン散布地域のドブネ

ズミでは P450 発現量が高い傾向にあるという報告 [31]や、東京のクマネズミでは肝

臓中 CYP3A2 発現量が高く、また、P450 によるワルファリン代謝能が向上していた 

[32]。ほか、第二世代殺鼠剤が高頻度で散布されている田園地域に生息するカリフォ

ルニアハタネズミ（Microtus californicus）の肝臓中酵素画分を用いた in vitro 試験では

殺鼠剤の代謝能が向上している事が判明した [33]。このように、P450 による解毒代

謝能の向上という要素も殺鼠剤抵抗性に寄与する可能性がある。 

 

本研究の目的  

上述のように、殺鼠剤抵抗性には標的分子 VKOR の変異や P450 の活性向上とい

う要素が関与する事が報告されているが、これらの解析の大部分がその個々の要素に

着目したものであり、抵抗性ラットの VKOR、体内動態を包括的に観察した研究は限

られている。その原因の一つに野生齧歯類を用いた研究が、サンプルの入手や動物の

コンディション、個体差を考慮すると再現性を得難いという側面がある。また、捕獲

した野生齧歯類は体内に保有する病原菌や疾病の影響が不透明である上、捕獲・実験

に供試するまでに曝露されてきた環境中化学物質の影響も評価不可能であることも

実験を困難としている。実際に、P450 は分子種にもよるが外来化学物質の曝露によ

りその遺伝子発現量が数十倍にも変化する事が知られている [34]。このため、常に環

境化学物質に曝露されている野生齧歯類を用いて抵抗性メカニズムの詳細な解析を

行うには制限があった。 

これに対し、本研究では東京、新宿で捕獲した抵抗性クマネズミを 5 年間以上飼育

する事によりクローズドコロニー化し、抵抗性ラットとしての表現型を保ちつつも外

部要因を排除した実験系の実施を可能とした [35]。本研究はこの抵抗性ラットクロ

ーズドコロニーを用い代表的な抗血液凝固系殺鼠剤であるワルファリンへの応答を

多角的に解析する事で殺鼠剤抵抗性メカニズムの解明を目指した。 

 

本論文の構成 

本論文は齧歯類における抗血液凝固系殺鼠剤に対する抵抗性について概説した本

章（第一章）に続き、第二章から第四章は実験の部にあたる。 

第二章では抗血液凝固系殺鼠剤の標的分子である VKOR について、in vitro での酵

素速度論的解析と in silico での結合性シミュレーションにより東京で頻発している

Leu76Pro 変異が VKOR に与える影響を評価した。第三章では in vivo での薬物動態・
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薬力学的解析と in situ 肝灌流試験により殺鼠剤の解毒代謝・排泄能が亢進している事

を解明した。続く第四章では生体で観察された高代謝能の原因について精査し、その

原因が代謝を直接担う解毒代謝酵素シトクロム P450 の変異ではなく、その電子供与

源であるニコチンアミドアデニンジヌクレオチドリン酸（NADPH）を産生するペン

トースリン酸経路の活性化である事を解明した。 

第五章では、上記の実験系から得られた知見に基づき、殺鼠剤抵抗性獲得機序の更

なる解明と、その対策に向けた考察と今後の展望を述べた。  
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農林水産省農村振興局農村政策部農村環境課鳥獣対策室作成『農作物被害状況 別添

2 野生鳥獣による農作物被害の推移』から各年度のネズミの項を抜粋 [3]。  

Table 1-1：日本に於けるネズミによる農作物被害額  

年度 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 合計 

被害額 

（百万円） 
117 285 689 70 76 78 64 124 72 1575 
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Fig. 1-1：ビタミン K サイクル。ビタミン K ハイドロキノン（KH2）は、GGCX によ

るグルタミン酸の γ-カルボキシグルタミン酸への変換の補因子として機能する。本反

応により、KH2はビタミン K エポキシド（VKO）に酸化される。 VKOR は VKO か

らビタミン K キノン（VK）への還元反応を担う。ワルファリン等抗血液凝固系殺鼠

剤はビタミン Kエポキシドをビタミン Kキノンへ変換する VKORを阻害する事で出

血毒性を発揮する。 

しかしながら VKOR はビタミン K キノンをハイドロキノンへ変換する力は弱く、

この反応を担う未同定のビタミン K 還元酵素（VKR）が存在すると予想されている。

従来、この反応は NAD（P）H キノンオキシドレダクターゼ 1（NQO1）が担うと考

えられてきた。しかしながら、NQO1 は合成型ビタミン K であるメナジオン（ビタミ

ン K の炭素鎖を持たない化合物）の還元能は示すものの、ビタミン K 本体のキノン

体からハイドロキノンへの還元能は極めて低い事が報告されている [36]。このため、

生体内ではNQO1はこの反応に関与しないという見解が近年では支配的である [37] 。 

VKOR：ビタミン K エポキシド還元酵素、VKR：ビタミン K レダクターゼ NQO1： 

NAD（P）H キノンオキシドレダクターゼ 1、KH2：ビタミン K ハイドロキノン、VKO：

ビタミン K エポキシド、VK：ビタミン K キノン。GGCX：γ-グルタミルカルボキシ

ラーゼ  
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Fig. 1-2：代表的な抗血液凝固系殺鼠剤の構造式。各構造は Chemspider.com より取得

した。  



15 

 

― 第二章 ― 

Leu76Pro 変異 VKORの in vitro 酵素速度論的解析・ 

in silico 結合性シミュレーションによる解析 

 

背景 

ワルファリン等の抗血液凝固系化合物はビタミン K エポキシド還元酵素（VKOR）

を阻害する事でビタミン K 依存性血液凝固因子の枯渇を生じ、血液凝固時間を遅延

させる。本作用を利用しワルファリンは殺鼠剤或いは医薬品として用いられている。

そして、VKOR をコードする VKORC1 遺伝子には多数の遺伝子変異が報告されてお

り、ワルファリン感受性に影響を及ぼす事が知られている。ヒトの臨床現場に於いて

は VKORC1 遺伝子多型がワルファリン治療域の個人差の主要な原因の一つになる。

現在までに 26 の遺伝子多型がヒトに於いてワルファリン抵抗性に寄与する事が確認

されており、これらを有する患者には約 2~7 倍の投与量が必要となる [38]。殺鼠剤

抵抗性齧歯類についても第一章で述べたように種々の遺伝子変異が抵抗性齧歯類で

確認されている。ワルファリンの適切な運用に際しては、各変異が VKOR 活性・ワ

ルファリン感受性に与える影響を解析する事が重要である。 

しかしながら、VKOR の生体内での反応機構については未解明な点が多く、哺乳類

VKOR の還元反応への生理的な電子供与体は未同定である。このため、典型的なジス

ルフィド結合還元剤であるジチオスレイトール（DTT）が in vitro での VKOR 反応の

還元剤として使用されてきた [39]。しかしながら、DTT は VKOR の酵素反応を超え

てVKOをVKに直接還元する上に副産物として 3-OH-VKOを生成する事が確認され

ている。このため、in vitro での VKOR 活性試験に DTT を使用する事は適切でない可

能性があると指摘されている [40]。さらに、DTT を用いた阻害試験が与える IC50値

はいくつかの VKOR 変異体で in vivo の感受性評価と一致しなかったという報告もあ

る [41]。以上から、より生理的な活性を反映した VKOR アッセイ系の構築が求めら

れている。 

DTT に 代 わ る ジ ス ル フ ィ ド 結 合 還 元 剤 の 候 補 と し て 、 Tris(3-

hydroxypropyl)phosphine（THP）が発見された（Fig. 2-1） [42]。本物質は水溶性かつ

空気中で安定な選択的ジスルフィド結合還元剤化合物である。Krettler らは THP の in 

vitro VKOR レドックスパートナーとしての可能性を検討した所、THP は VKO を直接

還元せずに DTT と匹敵する VKOR 活性能を示したと報告した [43]。ただし、VKOR

の酵素速度論的解析及び、殺鼠剤阻害試験に THP を適用したという報告は限られて

いる。 
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 また、構造情報についても哺乳類のVKORの実験的な構造解析は成功しておらず、

現在まで VKOR の結晶構造解析はバクテリア（Synechococcus）の VKOR ホモログか

らしか得られていない（タンパク質構造データバンク PDB: 3KP9） [44]。このため、

ヒト・齧歯類等哺乳類の VKOR の研究では、この立体構造をベースとしたホモロジ

ーモデルが用いられている。哺乳類の VKOR は 4 回膜貫通型の小胞体膜タンパク質

だと考えられており、膜貫通部位である 4 つのヘリックス構造と膜外に存在する各ヘ

リックスを繋ぐループ状構造（ER ループ）で構成される。VKOR の還元活性は 2 つ

のジスルフィド結合のシステインを介して行われると考えられており、これを構成す

る 4 つのシステイン（Cys43、Cys51、Cys132、Cys135）は生物種を超えて保存されて

おり CXXC モチーフと呼ばれる（Fig. 2-2）。 

また、VKOR 結合ポケット中には 3 か所のワルファリン結合部位があると考えら

れている。最初に提唱された結合部位は、4 番目のヘリックスにある Thr138、Tyr139、

Ala140 からなる TYA モチーフである [45]。当初は TYA モチーフが唯一の結合部位

であると考えられていたが、Czogalla らにより、55 位フェニルアラニンが最も強力な

結合部位であり、これをアラニンと置換するとワルファリンが全く阻害能を発揮しな

くなる事が発見された [46]。また、Czogalla らは VKO とワルファリンはこの 55 位

の結合で競合するという仮説を提唱した（Fig. 2-2）。また、抵抗性変異がループ構造

中の 30 位周辺に存在する事から 30 位近辺にもう一つ結合部位がある可能性も示唆

されている。実際に、ワルファリン耐性型の変異のほとんどは、Lys30、Phe55 および

Thr138 の近傍に存在する（Table2-1） [27,47–50]。  

しかし、東京の抵抗性群で多くみられる Leu76Pro 変異は ER ループ内にあり、上

記の結合サイトと活性中心の両方から離れた位置に存在している（Fig.2-3）。ヒトに

於いてもこの ER ループ部位の変異（71、77 位）が抵抗性を引き起こすという報告が

ある [51]。しかしながら、これらの変異体の VKOR 活性は、古典的な DTT での VKOR

アッセイでの検出域よりも低かったために IC50値を測定する事は不可能だった [26]。

さらに、これらの突然変異がどのような構造的変化により抵抗性に寄与しているかは

不透明である。したがって、ER ループ内の変異の機能的および構造的影響を評価す

る必要がある。 

そこで、本研究では、THP を電子供与体として用いた VKOR の in vitro 酵素速度論

的解析・殺鼠剤感受性評価法と液体クロマトグラフィー質量分析法を用いたビタミン

K の定量法を確立すると共に、本法と in silico 結合性シミュレーションを用いて

Leu76Pro 変異が VKOR の活性・ワルファリン感受性・構造に与える影響の評価を試

みた。 
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方法 

使用動物 

Sprague-Dawley（SD）ラットは日本 SLC（静岡）から導入し、一週間の馴化期間を

設けた。クローズドコロニー化されたワルファリン抵抗性及び感受性クマネズミ

（Rattus rattus）はイカリ消毒株式会社（東京）から供試された。実験に用いたラット

は全てオスであり、平均体重は 120.4 ± 10.5 g であった。また、水晶体の乾燥重量

から算出した推定年齢は 180.5 ± 40.2 日齢であった [52]。これらは 12 時間の明暗

周期、20℃～23℃の室温で飼育し、餌（CE-2、日本クレア、東京）・水は自由摂取と

し、実験前の絶食は実施しなかった。 

これらのラットはイソフルランの過剰摂取により安楽死させ、その後直ぐに肝臓を

摘出し液体窒素で凍結させた。これらの肝サンプルは実験に供試するまで-80℃で保

管した。以上の動物実験及び飼育は国際実験動物ケア評価認証協会（The Association 

for Assessment and Accreditation of Laboratory Animal Care International, AAALAC 

International）のガイドラインに従っており、北海道大学全学及び大学院獣医学研究院

の認証を得て実施した（認証番号 18-0150）。 

 

VKORC1 シークエンス解析 

上記の抵抗性クマネズミ（R-rats）と感受性クマネズミ（S-rats）の Vkorc1 コーディ

ング領域配列（CDS）を取得した。ゲノム DNA はこれらの肝サンプルから Wizard 

Genomic DNA Purification Kit（Promega, Madison, WI）でメーカーの標準的プロトコル

に従い抽出した。Vkorc1 の CDS を含む領域を PrimeSTAR MAX DNA Polymerase （タ

カラバイオ株式会社、滋賀）を用いた PCR で増幅した。PCR は 94℃／5 秒、60℃／

5 秒、72℃／15 秒、35 サイクルの条件で実施した。本 PCR 産物を QIAquick PCR 

Purification Kit（QIAGEN N.V., Hilden, Germany）で精製した後に、シークエンス解析

に供試した（株式会社ファスマック、神奈川）。Vkorc1 遺伝子のアライメント解析は

MEGA7 を用い Clustal W アルゴリズムで実施した [53]。上記の試験系で用いたプラ

イマーの配列情報は Table 2-2 に記載した。 

 

ミクロソーム画分調製 

VKOR が含まれるミクロソーム画分をラット肝サンプルより調製した [54]。約 3.0 

g の肝臓を 9.0 mL の氷冷 0.1 M リン酸カリウムバッファー（KPB、 pH 7.4）でホモ

ジナイズした。ホモジナイズ液は 4℃、9,000 ×g で 20 分間遠心した。この上清をガ

ーゼで濾した後に 4℃、105,000 ×g で 60 分間超遠心した。ペレットを 0.1 M KPB に

溶解し、濃度を 10 mg/mLに調製した後、液体窒素で凍結させ使用時まで-80℃で保管

した。タンパク質濃度はPierce BCA Protein Assay Kit （Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
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MA）で測定した [55]。 

 

ビタミン K エポキシドの合成 

In vitro VKOR 酵素速度論的解析の基質として用いたビタミン K1 エポキシド（VKO）

はビタミン K1 キノン(VK)を実験的に酸化して取得した [56]。100 mg の VK を 5 mL

のエタノールに溶解し、三角フラスコ中で 75℃、2 分間インキュベートした。これに

0.25 mLの DW に溶解した Na2CO3 100 mg と過酸化水素 1 mLを加え、75℃で 10 分

間激しく振盪した。室温で 5 分間冷却の後、DW 10 mL を加えた本溶液を 50 mL の

遠心チューブ 2 本に分注し、各 20 mLのジエチルエーテルを添加して 10 分間激しく

振盪した。3,000 ×g で 10 分間遠心し、VKO を含むエーテル層（上清）を回収し、遠

心エバポレーターで減圧蒸留を行い乾固させた。 

本行程を 2 回繰り返した後の VKO含有溶液から高速液体クロマトグラフィー紫外

吸光計（HPLC-UV）で VKO 画分を分取、精製した。ポンプは PU-980（日本分光株

式会社、東京）に C18 カラム（Inertsil PREP-ODS、30.0 × 250 mm、GLサイエンス、

東京）と RP-18GP ガードカラム（関東化学株式会社、東京）を接続して用い、270 nm

の紫外吸光での検出は SPD-6AV（島津製作所、京都）で行った。移動相は 97%メタ

ノールを 10 mL/min の流量で使用した。分取した VKO は再度遠心エバポレーターで

乾固させ、99.5%エタノールに溶かして VKO 溶液とし、in vitro 試験での基質として

用いた。本 VKO 溶液中の VKO 濃度は後述の質量分析計を用いた手法で測定した。 

 

VKOR 活性試験 

THP を用いた VKOR の酵素速度論的解析を行った。1.0 mg/mL の SD ラットミク

ロソーム画分と 5、10、25、50、100、300、750 μM の VKO を含む反応液を HEPES 

バッファー (0.1 M, pH 7.4)で調製した（いずれも終濃度、容量 100 µL）。これらのサ

ンプルはウォーターバスで 37℃、5 分間振盪しながらプレインキュベーションした。

その後 THP あるいは DTT (1 mM、終濃度)を添加し反応を開始した。20 分間のイン

キュベーションの後、氷冷ジエチルエーテル 1 mL を添加し反応を停止した。また、

阻害試験は 50 µM の VKO と 0、0.01、0.05、0.1、0.25、0.5、1 µM のワルファリンナ

トリウムを含む反応液を用いて実施した。各サンプルの測定はデュープリケイトで行

った。各還元剤による直接的な VKO の還元反応はミクロソーム非添加の反応液で同

様の手法により測定し、各サンプルの値から差し引いた。抵抗性群と感受性群につい

ても THP を用いて上記の手法で解析を行った。 

ビタミン K 類の反応液からの抽出は液液分配法にて実施した。反応液に内部標

準物質としてビタミン K1-d7 を添加した（100 nM、終濃度）。これに 1 mLの HEPES
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バッファー、5 mLのジエチルエーテルを加え、激しく振盪後 3,000×g、10 分遠心し

液液分配を行った。上清であるジエチルエーテル画分を分取後、窒素濃縮機で乾固さ

せた。本液液分配は 2 回実施した。残渣は 0. 2 mL のメタノールで再溶解し褐色バイ

アルに入れ分析に供試した。ビタミン K 類は感光性のため、一連の作業は遮光下で

褐色・蓋付試験管を用いて実施した。 

 

ビタミンＫ類の検出 

ビタミンＫ類の検出・定量は HPLC（Shimadzu 20 series、株式会社島津製作所）―

大気圧化学イオン化トリプル四重極質量分析計（APCI/MS/MS、LC-8040、島津製作

所）で行った。HPLC 分析条件は須原らの手法に従い、C18 カラム（Inertsil ODS-3、

2.1 × 150 mm、5.0 μm、GLサイエンス）を用い行った [57]。移動相は A 相：95 %の

メタノールと 5 %酢酸溶液（0.1 % v/v）、B 相：99.5 %エタノールを用い、B 相濃度 0 

~ 100%の 10 分間のグラジエントで実施した。流量は 0.4 mL/min、インジェクション

量は 10 µL、カラム温度は 45℃とした。分析用の標準品として、ビタミン K1 キノン

は関東化学株式会社から、ビタミン K1 エポキシドは Sigma-Aldrich Co.（St. Louis, MO）

から、ビタミン K1-d7 は MPD Chemicals（Ambler, PA）から入手した。質量分析の条

件は Table 2-3 に示した。 

 

分析のクオリティコントロール 

液液分配によるビタミン K の回収率を調べるために、肝ミクロソーム画分を用い

た添加回収試験を実施した。肝ミクロソーム画分 0.1 mg を含む 1 mL の HEPES バッ

ファーにビタミン K 類の標準品を 100μL 添加した（各 100 nM、終濃度）。その後、

上記の手法を用いて液液分配、分析を実施した。この手順を 4 回繰り返し、回収率を

算出した。検出限界（LOD）および定量下限（LOQ）は標準曲線（n = 8）から算出し

た。 

 

ウェスタンブロット 

 ミクロソーム中の VKORC1 タンパク質発現量はウェスタンブロット法にて半定量

した。ミクロソーム画分は SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動（SDS-PAGE）で分

離した [58]。アプライ量は 20 µg/lane で 4-20%グラジエントゲルを使用した。分離後

のタンパク質は 0.2 µｍ PVDF メンブレンにセミドライ法にて転写した。ブロッキン

グはプロテインフリーブロッキングバッファー（タカラバイオ）中で室温、1 時間実

施した。免疫反応は SNAP i.d.（Merck Millipore, Burlington, MA）で実施した。一次抗

体は anti-VKORC1 抗体、ローディングコントロールとして anti-RPS-6 抗体を用い、

二次抗体は HRP 標識 anti-マウス IgG 抗体（いずれも Abcam, Cambridge, UK）を用い
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た。検出は Pierce ECL Western Blotting Substrate（Thermo Fisher Scientific）を用いた。 

 

ドッキングシミュレーション 

各VKORの３DホモロジーモデルはBIODIA Discovery Studio (Dassault Systèmes S.E., 

Paris, France)で作成した。各 VKOR について、Model1（Cys43-Cys51、Cys132-135 ジ

スルフィド結合）と Model2（Cys51-Cys135）の 2 つを作成し、エネルギー最小化は

CHARMｍ力場を用いて実施した [59]。 

 これら VKOR 立体構造と低分子リガンド（ワルファリン・VKO）のドッキングシ

ミュレーションは Schrödinger Small Molecule Discovery suite（Schrödinger, New York, 

NY）を用い下記の通りに実施した。各構造に水素分子を添加し、pH 7.0 ± 2.0 の条

件下で最適なイオン化状態を LigPrep 機能で構築した。VKOR の結合ポケットは 10 

Å × 10 Å × 10 Å のグリッドボックスで定義した。ボックスの中心はホモロジーモデ

ル中の生理的基質（ビタミンＫ）に合わせた。ファンデルワールス半径のスケーリン

グ因子は 0.8 とし、OPLS3 力場をグリッド生成に用いた [60]。残りのパラメーターは

デフォルト設定を適用した。ワルファリンと VKO は本結合ポケットに GLIDE 機能

の standard precision スコアリングを用いドッキングした [61]。本研究では Glide 

Docking Score と Glide eModel スコアを結合状態の評価に用いた。docking スコアはリ

ガンド－タンパク質間の結合力の評価に、eModel スコアはリガンド-タンパク質複合

体構造の確かさの指標として用いられる [62]。 

 

分子動力学シミュレーション 

 上記で構築したワルファリン-VKOR、VKO-VKOR の結合状態の動的な評価を

Desmond software（D.E. Shaw Research, New York, NY）で実施した [63]。ドッキング

シミュレーションで最も良いドッキングスコアを示した結合状態を初期配置として

用い、TIP3P溶媒モデルとPOPC脂質膜モデルを構築した。エネルギー最小化をOPLS3

力場で実施し、10 Å 直方晶系の全分子シミュレーションをワルファリンでは 50 ns、

VKO では 100 ns 間実施した。計算時間間隔は 1.0 fs とし、1.0 ps に統合しアウトプッ

トした。温度、圧力設定は 300 K、1.01 bar の NPT アンサンブルを適用した。その他

のパラメーターはデフォルト設定を用いた。 

 

統計解析 

上記の in vitro 酵素速度論的解析で得た活性値はミカエリス・メンテン式、或いは

阻害曲線に非線形回帰した。これを基に Vmax、Km、Vmax/Km、IC50値を GraphPad Prism 

8 software で算出した (GraphPad Software Inc., San Diego, CA)。これらのパラメーター

の検定は Student t-test で有意水準 p < 0.05 で実施した（JMP 14, SAS Institute, Cary, 
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NC）。 

 

結果 

HPLC-APCI-MS/MS によるビタミン Kの検出 

 ビタミン K1 とビタミン K1 エポキシド、また、内部標準物質としてビタミン K1-

d7 の検出を HPLC-APCI-MS/MS で行った。各化合物のクロマトグラムを Fig. 2-4 に、

測定精度の指標となる回収率、検出限界・定量下限を Table 2-3 に示した。 

 

THPを用いた VKOR 酵素速度論的解析 

THP、DTT 双方を用いた予備試験にて反応液中のミクロソーム濃度とインキュベ

ーション時間が直線性を保持する範囲を確認した上で、1 mg/mL のミクロソーム濃

度、1 mM の還元剤と 20 分のインキュベーション時を研究全体で適用した（data not 

shown）。5、10、25、50、100、300、および 750 μM の VKO 濃度、SD ラットの肝ミ

クロソームで VKOR のミカエリス・メンテン式への非線形回帰を行った（Fig. 2-5）。

その結果、THP、DTT 双方の還元剤でミカエリス・メンテン曲線への良好な回帰を示

し、最大濃度 750 µM の VKO でプラトーに達した。Table 2-4 にこの回帰で計算され

た最大反応速度（Vmax）、ミカエリス定数（Km）、および酵素効率（Vmax/Km）といった

ミカエリス・メンテンパラメーターを示す。DTT は THP よりも高い VKOR 活性を示

し、Vmax と Kmが有意に高くなった。但し、2 つの還元剤間で、Vmax/Km（酵素効率）

に有意差は認められなかった。 

また、これら 2 つの還元剤を用い 50 μM の VKO 濃度でワルファリンによる阻害試

験を実施した。上記の様に DTT は高い VKOR 活性を示したが、両方の還元剤でワル

ファリン濃度依存性に典型的なシグモイド曲線が描写できた（Fig. 2-6 A）。興味深い

事に図 1-C に示すように、ワルファリン非添加時の各 VKOR 活性を 100%とした相対

活性値で表示すると、2 つの還元剤で完全に同じ阻害曲線となり、IC50値に有意差は

なかった（Fig. 2-6 B、Table 2-4）。 

 

VKORC1 の配列解析 

Fig. 2-7 は、VKORC1 の CDS とアミノ酸配列を示している。227 位での塩基置換

（T→C）は、76 位ロイシンからプロリンへのミスセンス変異を齎した。このアミノ

酸変異は、二～四章の実験で用いた全ての抵抗性ラットで検出された。 

 

抵抗性群での VKOR 酵素速度論的解析 

THP を還元剤として感受性群（S-rats）と抵抗性群（R-rats）の双方で VKOR 活性の

酵素速度論的解析を行った。 感受性群は 10～750 µM の VKO 濃度で良好な回帰を示
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した（Fig. 2-8 A）。しかし、抵抗性群は感受性群より低い VKOR 活性を示し、100 µM

でプラトーに達した（Fig. 2-8 B）。100 µM 以上の高濃度では抵抗性群は直線性に VKO

の還元反応を示した。これはおそらく他の還元酵素による非特異的な還元反応だと考

えられる（Fig. 2-8 C）。そこで、抵抗性群では VKOR 活性のミカエリス・メンテン式

への非線形回帰の最大濃度として 100 µM を使用した。Table. 2-5 に、この式で計算さ

れた Vmax、Km、Vmax/Kmを示した。二群間で Km値に有意差はなかったが、感受性群は

抵抗性群と比較して 13.5 倍有意に高い Vmaxと 16.5 倍高い Vmax/Km値を示した。 

 

ワルファリンによる VKOR 活性阻害試験 

ワルファリンに対する各VKORの感受性を評価するために、阻害試験を実施した。

Fig. 2-9 はワルファリン非添加時の VKOR 活性で補正した阻害曲線である。阻害曲線

から計算された IC50値は Table 2-5 に示されている。感受性群は、阻害剤の濃度が 0.01

～5 μM の範囲で阻害曲線への非線形回帰を示した。一方、抵抗性群は 0.1～100 µM

と、より高い濃度範囲でフィッティングし、感受性群と比較し 37.5 倍の IC50 値を示

した。 

 

VKOR のイムノブロッティング 

肝ミクロソーム画分を用いたウェスタンブロット法を実施して、肝臓に於ける

VKORC1 タンパク質発現量を、リボソームタンパク質 S6（RPS6）をコントロールと

し半定量した。Fig. 2-10 はウェスタンブロットで得られた各バンドと各群の平均発現

量を示している。感受性群と抵抗性群の間で VKORC1 タンパク質濃度に有意差はな

く、また、感受性群と抵抗性群の間で VKORC1 または PRS6 発現量にも有意差は認

められなかった。 

 

VKOR と低分子リガンドのドッキングシミュレーション 

ドッキングシミュレーションによりワルファリン・VKO と各 VKOR の結合性を評

価した。抵抗性群及び感受性群 VKOR のホモロジーモデル（それぞれ R-VKOR、S-

VKOR）は、モデル 1（Cys43-Cys51、Cys132-Cys135）及びモデル 2（Cys51-Cys132）

の両方を構築した。Fig. 2-11 ではワルファリンとモデル 1、VKO とモデル 2 がドッキ

ングされた複合体の立体構造を示している。Glide ドッキングスコアおよび eModel ス

コアを Table 2-6 に示した。ドッキングスコアでは ≤ -7.0 kcal/mol を、eModel スコア

では≤ -50 kcal/mol を良好な予測モデルとしての閾値として用いられる [62]。全ての

組み合わせでこれらの閾値を超える値が得られた。一方、R-VKOR はモデル 1 と 2 の

両方で、S-VKOR と比較しワルファリンとのドッキングスコアは低い傾向にあった。

しかしながら、VKO とのドッキングシミュレーションでは、R-VKOR は S-VKOR と
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ほぼ同じ（モデル 1）またはそれ以上（モデル 2）のドッキングスコアを示した。 

 

分子動力学シミュレーション 

各 VKOR とリガンドの結合性をより詳細に解析するために上記のドッキングシミ

ュレーションで得られた複合体を用い分子動力学（MD）シミュレーションを行った。

Fig. 2-12、13 は、ワルファリン或いは VKO と各 VKOR のアミノ酸残基（ワルファリ

ンと VKOR モデル 1、VKO と VKOR モデル 2）の間で確認された動的な相互作用を

示している。S-VKOR はワルファリンに対して高い親和性を示した（それぞれワルフ

ァリンとの疎水性および極性相互作用が青線および緑線として示されている）。一方、 

R-VKOR 中のワルファリンは全体的に溶媒に曝され、相互作用が弱い事が示唆され

た（Fig. 2-12）。一方、VKO とのシミュレーションでは S-VKOR 及び R-VKOR の両方

が強い疎水性相互作用を示した（Fig. 2-13）。ただし、VKO の還元を担う Cys135 は、

S-VKOR と比較して R-VKOR では比較的低い相互作用を示した。 

VKOR へのワルファリン結合の重要な残基である Phe55 との結合率は、S-VKOR

（30％）と比較して、R-VKOR では 6％と低い値を示した（Fig. 2-12）。これらの値は、

MD シミュレーション中に各相互作用がどの程度発生するかを表した割合である。ま

た、Phe55 の芳香環とワルファリンの距離を計測した所（Fig. 2-14）、S-VKOR が R-

VKOR（5-7Å）より近い（4–5Å）事を発見した。各 VKOR 残基のタンパク質構造内

の柔軟性の指標としての二乗平均平方根変動（RMSF）を Fig. 2-15 に示した。 

 

考察 

VKOR の活性測定法について 

VKOR の種内/種間差は抗凝血系化合物に対する感受性決定のための重要な要素で

ある。例えば、鳥類は齧歯類と比較して異なる IC50値を示す他、ヒトの臨床上は VKOR

の一塩基多型が血栓症へのワルファリン治療の投与量に影響を与える事が知られて

いる [64]。このように、比較薬理学および毒性学の観点から VKOR の正確な分析が

求められている。本研究では新規ジスルフィド還元剤である THP を DTT の代替とし

て使用したが、DTT とほぼ同じ Vmax/Km及び IC50値が得られた（Table 2-4）。Vmax/Km

は生理学的酵素効率の指標として用いられ、IC50は阻害剤の効力の指標として用いら

れる。この結果から THP は VKO の直接的な減少を低下させるが、酵素効率、殺鼠剤

感受性の推定に於いて 2 つの還元剤の間に大きな違いは無いと考えられる。 

Fregin らは VKOR とヒト第 IX 因子を強制発現した HEK293 細胞を用いた阻害試

験を確立し、これが DTT と比べ in vivo の感受性と相関のある値を示したと報告した 

[41]。本細胞アッセイの利点としては、DTT 等を添加せず、細胞内の生理的な還元剤
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を使用している点が挙げられる。細胞アッセイと本研究で得られた IC50 値を比較す

ると、細胞アッセイの IC50は 24.7 nM だったが、本研究では 162 nM（DTT）および

189 nM（THP）だった。興味深い事に、Rost らによる古典的な DTT アッセイでは、

本研究より大幅に高い 3034.8 nM を示した [21]。この違いは実験手技の違いに由る

可能性がある。本研究では非特異的な還元反応を抑えるために 1 mM の DTT を使用

したが、Rost らは 5 mM の DTT を反応に用いた。また、本研究では肝ミクロソーム

を用いたが、Rost らは VKOR を発現した組換え HEK 293 細胞破砕液を使用してい

た。また、細胞アッセイは IC50の計算に適している反面、VKOR の自然な発現量を反

映できないうえ、酵素速度論的解析ができないという点で制約もある。従って、THP

と肝ミクロソームを使用した in vitro アッセイも VKOR の解析には依然として必要で

ある。THP アッセイの信頼性を評価するには、より多数の VKOR 変異体を使用し、

これらのアッセイ系と更なる比較を行う事が求められる。 

本研究で得られた THP と DTT の違いの 1 つは、THP を用いた際の Vmaxが大幅に

低い事である。予備試験に於いてインキュベーション時間と VKOR 活性の直線性を

確認している事から、反応の飽和が原因ではないと考えられる。DTT で得られた高

Vmaxの理由として考えられるのは、DTT が VKOR の 2 つのジスルフィド結合を介し

た電子のパスウェイを超えて、VKOに近い 2番目のジスルフィド結合（Cys132-Cys135）

を直接還元する可能性がある事が挙げられる。この 2 番目のジスルフィド結合は脂質

二重膜中に存在するが、DTT はクロロホルムやジエチルエーテルなど低極性溶媒に

も可溶であるため、二重膜中の本ジスルフィド結合にもアクセスできると予想される。

THP は比較的近年発見された化合物であるため脂溶性についての知見は乏しいが、3

つの炭素鎖の末端それぞれにヒドロキシ基が存在し高い水溶性を有する化合物であ

るため、DTT と比較し脂溶性が低い可能性がある。この THP での低 Vmaxが脂質二重

膜中の 2 番目のジスルフィド結合へのアクセスの可否に起因しているとすると、DTT

と比較しより生理的な条件を反映した還元剤であると言う事ができる。この点につい

て、最初のジスルフィド結合を欠く組換え VKOR を使用して DTT と THP の活性を

比較し検討する事が必要である。また、より正確な解析を行うには VKOR の生理学

的還元剤の同定も求められる。 

 

Leu76Pro 変異のワルファリン抵抗性への影響 

本研究では、ミクロソーム画分による in vitro 酵素速度論的解析と in silico ケモイ

ンフォマティクス的モデリングにより Leu76Pro がワルファリン感受性にどのような

影響を与えるかを精査した。Leu76Pro 変異を有す抵抗性群は感受性群と比較してワ

ルファリンに対する IC50値が約 37.5 倍高かった（Fig. 2-9、Table 2-5）。現状世界各地
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で顕著な抵抗性を示す事が報告されている結合部位である 139 位の変異では感受性

群より約 40 倍高い IC50（フランスの Thy139Phe 変異）を示した。ヒトで報告されて

いる抵抗性型 VKOR では 2.5～50 倍高い IC50値を示している。本 Leu76Pro 変異は結

合ポケットから離れた ER ループ領域にあるものの、これらと比肩する抵抗性を有し

ていると言える。 

ドッキングシミュレーションでは、R-VKOR はモデル 1 と 2 の両方でワルファリ

ンに対する結合性（ドッキングスコア）が低いと予測され、in vitro で観察された高い

IC50値と一致した結果となった（Table 2-6）。MD シミュレーションでは、S-VKOR は

ワルファリンとの高い疎水性およびイオン相互作用を示したのに対して R-VKOR で

はモデル 1 に於いてワルファリンが全体的に溶媒に曝され結合ポケットとの親和性

が低い事が示唆された（Fig. 2-12）。この要因として、最も重要な結合サイトとされる

Phe55 との親和性の低下が原因である可能性がある。S-VKOR ではワルファリンと

Phe55 は 27％の相互作用を示したが、R-VKOR ではわずか 6％だった。また、ワルフ

ァリンと Lys30 との相互作用は、S-VKOR では 90％だったが、R-VKOR では比較的

低く 46％だった。そこで、Phe55 とワルファリンの間の距離を測定すると、S-VKOR

の方が R-VKOR よりも相対的に短い距離を示した（S-VKOR で 4～5Å、R-VKOR で

5～7Å、Fig. 2-14）。また、タンパク質構造の可塑性の指標である RMSF も測定した

所、R-VKOR のループ構造の RMSF は、S-VKOR の値よりも低い値を示した（Fig. 2-

15）。これは R-VKOR では ER ループ構造の可動性が低い事を示唆しており、結果と

して ER ループ上の Phe55 がワルファリンと結合し辛いという可能性がある。このよ

うに、ER ループ構造上の変異もワルファリンへの感受性に大きな影響を与える可能

性があるが、一般にホモロジーモデル構築時にはヘリックス構造よりもループ構造で

は予測精度が低くなる傾向にある。より正確な理解には哺乳類 VKOR の立体構造の

実験的な解明が望まれる。 

 

Leu76Pro 変異の VKOR 活性への影響 

抵抗性群は、in vitro THP アッセイで著しく低い VKOR 活性（Vmax、Vmax/Km）を示

した（Fig. 2-8、Table 2-5）。Vmax/Km は生理的基質濃度での活性の指標である事から、

抵抗性群は生理的な基質濃度に於いても VKOR 活性が低い事が示唆された。一方、

VKO とのドッキングシミュレーションでは、抵抗性群はモデル 1 では感受性群とほ

ぼ同じドッキングスコアを、モデル 2 では感受性群よりも高いドッキングスコアを示

した（Table 2-6）。また、MD シミュレーションでも、感受性群・抵抗性群共に VKO

全体を覆う疎水性相互作用を示し、ほぼ同じ親和性を持つ事が示唆された（Fig. 2-13）。

これらは一見すると相反する結果に見えるが、in vitro 試験に於いても酵素と基質の
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間の親和性の指標となる Km値に有意差がなかった（Table 2-5）事を考慮すると、二

群間で VKO と VKOR の結合力自体には差はないという事ができる。つまり、抵抗性

群での低 VKOR 活性の原因は VKO との結合性の低下ではなく、VKOR の機能面の

変化である可能性がある。MD シミュレーションで活性残基である Cys135 のシステ

インと VKO 間の親和性を予測すると、S-VKOR の Cys135 は、シミュレーション時

間の 63％で相互作用が発生していたが、抵抗性群の相互作用は比較的低く 49％だっ

た。これが低活性の一因である可能性がある。また、MD シミュレーションでタンパ

ク質の可動性の指標となる RMSF 値を解析すると、 ER ループ中の活性を担う Cys43

付近の RMSF は R-VKOR の方が低かった（Fig. 2-15）。つまり、抵抗性群では Cys43

周辺の構造の可動性が低い事が示唆される。この Cys43 の可動性の低さは、VKOR の

還元反応中に生じるモデル 1（Cys43-Cys51 と Cys-132-Cys135 の結合）からモデル 2

（Cys51-Cys135）への立体構造の変換を阻害する可能性があり、抵抗性群での抵

VKOR 活性の原因と成り得る。 

また、76 位近傍の変異としてヒトでは 71 位と 77 位での変異が報告されている。

Hodroge らはこれらの変異 VKOR の活性は、DTT を用いたアッセイで検出するには

低すぎると報告した。一方、これらの変異体を上記の細胞アッセイで測定すると、第

IX 因子の産生活性は野生型とほぼ同じだった [51,65]。これら 2 つの知見のどちらが

生理的な VKOR 活性を示しているか、また、この違いの原因は不透明である。1 つの

可能性として、in vitro 試験では VKOR 活性を 10 分間という短時間で測定しているの

に対し、細胞アッセイでは 72 時間の培養後の分泌された第 IX 因子の活性を観察し

ているという違いが挙げられる。つまり、細胞アッセイでの VKOR 活性が低かった

としても 72 時間という長時間のインキュベーション中での第 IX 分泌には十分であ

り見かけ上野生型と同じ第 IX 産生活性を示しているという可能性がある。本研究で

は THP を DTT の代替となる還元剤として in vitro の VKOR 酵素速度論的解析を行っ

た。DTT と比較し還元剤によるより低い直接還元が達成され（data not shown）、HPLC-

APCI-MS/MS による定量で従来の HPLC-UV 検出系（LOQ：37.8 nM）では不可能だ

った IC50値を高感度で測定する事に成功した。今後、本手法と細胞ベースのアッセイ

の両方を併用した VKOR の更なる解析は、VKOR の全体像を明らかにするのに役立

つと期待される。 

今回の VKOR 活性試験ではドブネズミ（SD rat）とクマネズミ（S-rat）の間でも異

なる VKOR 活性を示し、S-rat の方が 40 倍も低い Vmax/Km値を示した（Table 2-4、2-

5）。これらの VKOR のアミノ酸配列を比較すると、90 位のアミノ酸がドブネズミで

はイソロイシン、クマネズミではロイシンと異なる事が一因である可能性がある。実

際にクマネズミとドブネズミはワルファリンに対して生体レベルでも感受性が異な
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り、実験的にはドブネズミはワルファリン 0.005%含有餌の 3 日程度の摂取で致死す

るが、クマネズミでは 0.025%の毒餌の摂取が必要であった [9]。このため、ドブネズ

ミはクマネズミと比較し血液凝固因子産生に VKOR の寄与率が高い可能性がある。

ドブネズミとクマネズミのビタミン K サイクル、血液凝固系の種差を精査する事で

現在も未知な点が多いビタミン K 代謝の解明に寄与する事ができると考えられる。 

 

小括 

本研究により東京の抵抗性ラットが保有していたVKORの Leu76Pro変異は結合ポ

ケットから離れた位置にあるにも拘らずワルファリンに対し顕著な抵抗性を生じさ

せる他、VKOR の VKO 還元活性も低下させる事が判明した。また、そのメカニズム

として本変異がワルファリンへの最も強力な結合サイトとされる ER ループ上の

Phe55 とワルファリンとの親和性の低下、ER ループ部位の可動性の低下させている

可能性が示唆された。  
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Fig. 2-1：ジスルフィド結合選択的還元剤の構造式。本研究で用いた選択的ジスルフィ

ド結合還元剤、ジチオスレイトール（DTT）と Tris(3-hydroxypropyl)phosphine：THP の

構造式。  
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Fig. 2-2：VKOR の反応概略図。Czogalla らにより提唱された VKOR の反応スキーム 

[65]。 

A）ワルファリンは VKOR モデル 1（Cys43-Cys51、Cys132-Cys135）の疎水性結合ポ

ケットに結合する。55位フェニルアラニン 55（F55）及び 138位スレオニン 138（T138）

が、主要なワルファリン結合サイトだと考えられている。 

B）レドックスパートナーにより Cys43 の SH 基が還元される事で VKOR がモデル 2

（Cys51-Cys132）に変形する。この際 55F に引っ張られる事でワルファリンの結合ポ

ケットとの結合性が減弱する可能性がある。 

C）生理的基質であるビタミン K エポキシド（VKO）はモデル 2 の結合ポケット中の

ワルファリンと VKOR の結合で競合する。 

D）VKO がモデル 2 の疎水性ポケットに結合し、Cys135 の SH 残基が VKO を還元す

る。その後 VKOR はモデル 1 へ変形する。  



30 

 

 

Fig.2-3：ラット VKOR モデル 1（Cys43-Cys51、Cys132-Cys135）立体構造。本ホモロ

ジーモデルは BIODIA Discovery Studio により作成した。主要な結合サイト、活性中

心、変異部位のアミノ酸をボール＆スティック図、結合ポケット中のワルファリンを

スティック図で表し、それ以外は３D リボン図で示している。  
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Table 2-1：世界各地の抵抗性齧歯類が保有する VKOR 変異 

Site Wild type Mutant Country Reference 

33 Arg Pro Japan 24 

35 Arg Pro Japan 24 

41 Ala Thr Japan 24 

41 Ala Val Japan 24 

58 Arg Gly China 27 

59 Trp Arg Argentina 50 

61 Arg Trp Japan 27 

76 Leu Pro Japan 27, this study 

120 Leu Gln France, UK 50 

128 Tyr Phe France, UK 50 

139 Tyr Phe Belgium, France, Korea 50 

139 Tyr Cys China, Denmark, France, Germany, Hungary, UK 50 

139 Tyr Ser UK 50 

これまでに報告された抵抗性齧歯類が保有している VKOR 変異 [24,27,50]。  
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Table 2-2:ラット Vkorc1 遺伝子配列解析に用いたプライマー配列 

Primer Sequence 

RatVKORC1_Forward TAAGGCAAAGCAAGTCATGTCAGCCTGG 

RatVKORC1_Reverse GTGTCTGCGCTGTACTGTCGACATC 

RatVKORC1_exon1 TCTATTCTGCGGACACTG 

RatVKORC1_exon2 AAGTGTTCTCCTTGTGAGGA 

RatVKORC1_exon3 CCTGTCATTGGGGAGGTGTT 

 本研究で用いた抵抗性群、感受性群クマネズミのVkorc1のコーディング領域（CDS）

をゲノム DNA から解読する際に用いたプライマーセット。CDS 全長のポリメラーゼ

連鎖反応（PCR）を RatVKORC1_Forward と RatVKORC1_Reverse の 2 つのプライマ

ーを用いて行った後に、3 つのエキソン領域を RatVKORC1_exon1～3 の各プライマ

ーで解読した。 
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Fig. 2-4：ビタミン K 類クロマトグラフ。VKOR の反応生成物であるビタミン K1 と、

液液分配の内部標準物質としてビタミン K1 の重水素標識体（d7 体）、また、VKOR

の基質であるビタミン K1 エポキシドを、高速液体クロマトグラフィー（HPLC）に

よる分離の後、大気圧化学イオン化法（APCI）質量分析計（MS/MS）で定量した。こ

れらの APCI-MS/MS 分析条件とその分析精度は Table 2-3 に示した。 
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Table 2-3 ビタミン K 類の HPLC-APCI-MS/MS 分析条件、分析精度 

 

高速液体クロマトグラフィー大気圧化学イオン化法質量分析計（HPLC-APCI-MS/MS）で検出・定量したビタミン K 類の分析条件

と分析精度を示した。分析精度の指標として液液分配後の各回収率と検出限界（LOD）と定量下限（LOQ）を肝ミクロソーム画分

に各化合物の分析標準品を添加しての添加回収試験を行い算出した。 

 

  
Recovery 

rate (%) 

LOD 

(nM) 

LOQ 

(nM) 

Ionization 

mode 

Precursor 

product (m/z) 

Product 

(m/z) 

Dwell 

time (ms) 

Q1 pre 

bias (V) 
CE (V) 

Q3 pre 

bias  (V) 

Vitamin K1 83.89±1.62 1.40nM 4.24nM - 450.2 185.0  100.0  12.0  35.0  18.0  

Vitamin K1 epoxide 77.89±1.49 5.21nM 15.8nM - 465.2 210.25 100.0  13.0  31.0  20.0  

Vitamin K1 d7 83.49±1.64 3.04nM 9.21nM - 456.2 245.0  100.0  12.0  34.0  24.0  
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Table 2-4：VKOR 酵素速度論的パラメーター 

DTT、THP それぞれを用いた際の VKOR 活性の酵素速度論的パラメーターを示して

いる。VKOR 活性の測定は SD ラット肝ミクロソーム画分を用いた。Vmax：最大反応

速度、Km：反応速度が Vmax/2 になる際の基質（VKO）濃度（ミカエリス定数）、Vmax/Km：

酵素効率、IC50：VKOR 活性が 50%になる際の阻害剤（ワルファリン）濃度。各値は

平均 ± 標準誤差（SEM）で示し、* は二群間で有意差がある事を示す (n = 4, Student’s 

t-test, p < 0.05)。 

  

  DTT THP 

Vmax (pmol/min/mg protein)  195.2 ± 18.1* 58.1 ± 5.5 

Km (µM) 17.0 ± 7.0* 5.6 ± 3.2 

Vmax/Km (mL/min/mg protein) 11.5 ± 4.4 10.3 ± 2.9 

IC50 (µM) 0.162 ± 0.027 0.189 ± 0.028 
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Fig. 2-5：VKOR 活性のミカエリス・メンテンプロット。DTT（〇）、THP（▲）を用

いて測定した VKOR 活性の値を GraphPad Prism 5 でミカエリスメンテン式に非線形

回帰的にフィッティングさせた。X 軸は基質である VKO 濃度、Y 軸は VKOR による

VKO の VK への還元速度を示している。本回帰曲線から計算された酵素速度論的パ

ラメーターは Table 2-4 に示されている。各プロットは平均 ± 標準誤差（SEM）で

示している（各 n = 4）。  
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Fig. 2-6：VKOR 活性のワルファリンによる阻害曲線。50 µM の基質（VKO）に対し 

0.01 ～ 1 µM のワルファリンナトリウムを添加し阻害試験を行い、阻害曲線に非線

形回帰した。本回帰曲線から計算された 50％阻害（IC50）値は Table 2-4 に示されて

いる。各プロットは平均 ± 標準誤差（SEM）で示している（n = 4）。A) 縦軸に VKOR

活性を取ったグラフ。B) 縦軸を各群のワルファリン非添加時の活性を 100%とした

際の相対値で示したグラフ。  
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Fig. 2-7：Vkorc1 遺伝子の変異前後の配列。ワルファリン感受性群（S-rats）及び抵抗

性群（R-rats）に於ける VKORC1 遺伝子の変異（Leu76Pro）前後のアライメント。抵

抗性群では 227 位のチロシンがシトシンへ変異しており、これにより 76 位でロイシ

ンからプロリンへのミスセンス変異が生じている。本変異は第 2 章から第 4 章で用い

た全ての抵抗性群で確認された。  
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Fig. 2-8：抵抗性群・感受性群でのミカエリス・メンテンプロット。VKOR 活性は THP

を還元剤として用いて測定した（各 n = 4、平均±標準誤差）。〇：感受性群（S-rats）、

▲：抵抗性群（R-rats）。A）感受性群と抵抗性群の比較、B）抵抗性群の拡大図、C）

抵抗性群の VKO 750 µM までのミカエリス・メンテンプロット。抵抗性群では VKO

濃度 100 µM までは典型的な非線形回帰を示したのに対し 100 µM 以上では直線性に

上昇する 2 層性の動態を示した。このため、抵抗性群では酵素速度論的解析は 100 µM

を最大値とした。本回帰曲線から計算されたパラメーターは Table 2-5 に示した。 
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 Fig. 2-9：抵抗性群・感受性群でのワルファリンによる VKOR 活性の阻害曲線。各プ

ロットは平均値±標準誤差（SEM）で示している（各 n = 4）。〇：感受性群（S-rats）、

▲：抵抗性群（R-rats）。はワルファリン非添加時の活性を 100%とした相対値で示し

ている。50 µM の基質（VKO）に対し感受性群では 0.01 ～ 5 µM、抵抗性群では 0.1 

～ 100 µM のワルファリンナトリウムを添加し阻害試験を行った。各活性値は阻害曲

線に非線形回帰し 50％阻害（IC50）値を算出した（Table 2-5）。 

  



41 

 

Table 2-5：抵抗性群・感受性群の VKOR 酵素速度論的パラメーター 

 S-rats R-rats 

Vmax (pmol/mg protein /min) 2.57 ± 0.55 0.19 ± 0.06* 
Km (μM) 12.1 ± 1.9 11.9 ± 2.9 
Vmax/Km 0.231 ± 0.056 0.014 ± 0.003* 
IC50 (µM) 0.140 ± 0.046 5.250 ± 0.799* 

Log IC50 (µM) −0.966 ± 0.137 0.692 ± 0.074* 

THP を用いて測定した感受性群（S-rats）と抵抗性群（R-rats）の VKOR 活性酵素速度

論的パラメーターを示している。Vmax：最大反応速度、Km：反応速度が Vmax/2 になる

際の基質（VKO）濃度（ミカエリス定数）、Vmax/Km：酵素効率、IC50：VKOR 活性が

50%になる際の阻害剤（ワルファリン）濃度。各値は平均 ± 標準誤差（SEM）で示

し、* は二群間で有意差がある事を示す (n = 4, Student’s t-test, p < 0.05)。 
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Fig. 2-10：VKORC1 のイムノブロッティング。肝ミクロソーム画分を使用したウエス

タンブロット法により感受性群（S-rats）と抵抗性群（R-rats）の VKORC1 タンパク質

発現量を半定量した。ローディングコントロールとしてリボソームタンパク質 S6

（RPS6）を用いた。縦軸は RPS6 による補正値であり、各値は平均 ± 標準誤差（SEM）

で示した（n = 4）。VKORC1、RPS6 発現量及び VKORC1/RPS6 の相対発現量の全てで

二群間に有意差は認められなかった。  
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 Fig. 2-11：VKOR とワルファリン/VKO のドッキングポーズ。ドッキングシミュレー

ションにより予測された VKOR とワルファリンまたは VKO の間のドッキングポー

ズを示している。S-VKOR：感受性群の野生型 VKOR（76 位ロイシン）、R-VKOR：

抵抗性群の変異 VKOR（76 位プロリン）。Fig. 2-2 の VKOR 反応スキームに基づき、

ワルファリンと VKOR モデル 1（Cys43-Cys51、Cys132-Cys135）、VKO と VKOR モ

デル２（Cys51-Cys132）の結合結果を示している。ワルファリンと低分子リガンドは

スティック図で描写し、VKOR は 3D リボンで示した。また、結合サイト（Lys30、

Phe55、Thr138）、活性に必要なシステイン（Cys43、51、132、135）及び変異部位（Leu76、

Pro76）はボール＆スティック図で描写している。本シミュレーションで推定された

ドッキングスコアは Table 2-6 に示している。  
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Table2-6：ドッキングシミュレーションによるスコアリング 

Ligand Protein Docking score (kcal/mol) Glide eModel (kcal/mol) 

 

Warfarin 

  

S-VKOR (model 1) −8.491 −80.551 

R-VKOR (model 1) −8.013 −73.051 

S-VKOR (model 2) −8.451 −77.177 

R-VKOR (model 2) −7.684 −66.361 

 

Vitamin K epoxide 

  

S-VKOR (model 1) −7.979 −77.886 

R-VKOR (model 1) −8.913 −82.303 

S-VKOR (model 2) −8.23 −80.723 

R-VKOR (model 2) −8.118 −70.826 

Schrödinger 社の Small Molecule Discovery suite ソフトウェア、GLIDE 機能の standard 

precision スコアリングを用いて各 VKOR と低分子リガンドの結合性を評価した。S-

VKOR：感受性群の野生型 VKOR（76 位ロイシン）、R-VKOR：抵抗性群の変異 VKOR

（76 位プロリン）。VKOR モデル 1：ジスルフィド結合非還元時（Cys43-Cys51、Cys132-

Cys135）、VKOR モデル２：ジスルフィド結合還元時（Cys51-Cys132）。ドッキングス

コアは結合の強固さの指標となり、eModel スコアは結合予測モデルの信憑性の指標

となる。ドッキングスコアでは ≤ -7.0 kcal/mol、eModel スコアでは≤ -50 kcal/mol が良

好な予測モデルとしての閾値として用いられる [62]。 
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Fig. 2-12：VKOR とワルファリンの相互作用 2D 図。分子動力学シミュレーションでの VKOR アミノ酸残基とワルファリン原子の

相互作用を２D で示した。50.0 ns のシミュレーション時間の 5.0％以上で発生する相互作用が矢印で示されている。疎水性相互作用

はリガンド周囲に緑色で、イオン相互作用は青色で示されている。また、溶媒に曝されているリガンド中原子は灰色のドットでハ

イライトされている。S-VKOR：感受性群の野生型 VKOR（76 位ロイシン）、R-VKOR：抵抗性群の変異 VKOR（76 位プロリン）。  
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Fig. 2-13：VKOR と VKO の相互作用 2D 図。分子動力学シミュレーションでの VKOR アミノ酸残基と VKO 原子の相互作用を２D

で示した。100.00 ns のシミュレーション時間の 5.0％以上で発生する相互作用が矢印で示されている。疎水性相互作用はリガンド

周囲に緑色で示され、イオン相互作用は青色で示されている。S-VKOR：感受性群の野生型 VKOR（76 位ロイシン）、R-VKOR：抵

抗性群の変異 VKOR（76 位プロリン）。 
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Fig. 2-14：ワルファリンと VKOR Phe55 間の距離。分子動力学シミュレーション中に

測定したワルファリンの芳香環炭素（a7）とVKORC1の 55位フェニルアラニン（Phe55）

フェノール基間の距離。Phe55 はワルファリンに対する最も強固な結合サイトだと考

えられている。50.00 ns のシミュレーション時間で発生する各距離の頻度を表示して

いる。A) S-VKOR：感受性群の野生型 VKOR（76 位ロイシン）、B) R-VKOR：抵抗性

群の変異 VKOR（76 位プロリン）。 
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Fig. 2-15：VKOR の平方根平均二乗揺らぎ（Root Mean Square Fluctuation：RMSF）。

RMSF は各原子の基準位置からの揺らぎを数値化した物で、タンパク質構造の可動性

の大きさを評価する指標となる。横軸は VKOR 中のアミノ酸残基を示す。S-VKOR：

感受性群の野生型 VKOR（76 位ロイシン）、R-VKOR：抵抗性群の変異 VKOR（76 位

プロリン）。 
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― 第三章 ― 

ワルファリン体内動態の in vivo 薬物動態/薬力学的解析 

in situ 肝灌流試験による肝代謝能の解析 

 

背景 

 第 2 章ではワルファリンの標的分子、VKOR に着目した解析を行った。しかしなが

ら、ワルファリンを含む全ての外来化学物質は生体内で標的分子に作用する際に、消

化管・呼吸器からの吸収、標的臓器への分布、代謝酵素による代謝、糞尿等を介した

体外への排泄という体内動態を辿る。これらは ADME と総称され、ADME の各要素

も化学物質の個人差、種差の要因となる事が知られている [66]。 

ワルファリンは薬物代謝酵素シトクロム P450（P450、CYP）により 4'-、6-、7-、8-、

および 10-OH ワルファリンという 5 つの水酸化体に代謝される [30]。これは主に

CYP1A、CYP2B、CYP2C、及び CYP3A サブファミリーにより担われる （Fig. 3-1）。

ヒトの臨床に於いては VKOR に加え、このワルファリン代謝を担う P450 の遺伝子多

型も治療域に影響を与える。例えば、CYP2C9 と CYP3A5 の遺伝子多型がワルファリ

ン治療の個人差の原因となる事が知られている [67]。また、P450 はさまざまな薬剤

によってその発現を誘導される事が知られている。CYP1A は TCDD（2,3,7,8-テトラ

クロロジベンゾ-p-ダイオキシン）等芳香族炭化水素化合物により芳香族炭化水素受

容体（AhR）を介しその発現を誘導される他、CYP2 および CYP3 はフェノバルビタ

ールなどの化合物により、構成的アンドロスタン受容体（constitutive androstane 

receptor：CAR）やプレグナン X 受容体（pregnane X receptor：PXR）受容体を介し発

現が誘導される [68–70]。ワルファリン代謝を担う P450 の発現量が増加した場合、

その薬効が減弱する可能性がある。 

いくつかの殺鼠剤抵抗性齧歯類に於いてもこれらシトクロム P450 の発現が誘導さ

れている事例が報告されている。第二世代殺鼠剤に高頻度で曝露されたカリフォルニ

アハタネズミ（Microtus californicus）は in vitro 試験で殺鼠剤の高代謝能を示すという

知見がある [33]他、藤田らは農薬が高頻度で散布される地域に生息するハタネズミ

では CYP2B 及び 3A の発現量が増加している事を報告した [71]。また、ブロマジオ

ロンに曝露された抵抗性ドブネズミでは CYP2E1、2C13、3A2 といった分子種が誘導

されているという知見もある [72]。しかしながら、これらの解析はいずれも肝臓から

抽出したミクロソーム画分を用いた in vitro での酵素反応再現系を用いており、これ

らの代謝能が生体レベルでの代謝・排泄能の向上に寄与した事を示す知見は乏しい。 

そこで、本研究では、抵抗性ラットクローズドコロニーを用いた in vivo での薬物
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動態・薬力学的解析を実施し、生体レベルでの殺鼠剤への応答を精査すると共に in 

situ 肝臓灌流試験を行い生理的な条件での肝代謝能を観察した。肝灌流は、肝代謝能

を調査するための in situ 手法である。門脈から対象物質を含む灌流液を通液し、肝臓

通過後の灌流液を後大静脈から採取する事で肝臓での異物代謝能を観察する事がで

きる [73]。P450 の代謝能を観察する手法としてはミクロソーム画分を用いた in vitro

での酵素反応再現系や細胞培養などがある。In vitro の再現系では P450 に着目した酵

素速度論的解析を行う事ができる反面、補酵素の影響等は観察できない。また、P450

は細胞培養では発現量が不安定であり、正確さに欠ける事が指摘されている [74]。こ

れに対し、肝灌流試験では肝臓の生理的な環境を保ちつつ、定量的・特異的に肝代謝

能を精査できる点で利点がある。 

 

方法 

動物 

ワルファリン抵抗性及び感受性クマネズミクローズドコロニー（Rattus rattus）はイ

カリ消毒株式会社から供試された。実験に用いたラットは全てオスであり、平均体重

は 112.9 ± 3.1 g であり、推定年齢は 218.3 ± 27.9 日齢であった。これらは 12 時間の明

暗周期、20℃～23℃の室温で飼育し、餌（CE-2、日本クレア）・水は自由摂取とし、

実験前の絶食は実施しなかった。これらを用いての動物実験及び飼育は AAALAC 

International のガイドラインに従い、北海道大学全学及び大学院獣医学研究院の認証

を得て実施した（認証番号 14-0142）。 

 

ワルファリン投与試験 

ワルファリンの投与と採血に先立ち、各ラットの頸静脈可視化手術を行った。ラッ

トを三種混合麻酔（メデトミジン 0.375 mg/kg、ミダゾラム 2.0 mg/ kg、ブトルファ

ノール 2.5 mg/kg）の腹腔内投与（i.p.）で麻酔し、2.5％～3％イソフルランで維持し

た。その後頸部皮膚を 5 mm 程度切開して頸静脈を露出した。次に、生理的食塩水に

溶解したワルファリンナトリウム 10 mg/kg を経口（p.o.）投与（n = 4）または静脈内

（i.v.）投与（n = 4）した。麻酔からの覚醒までラットの体温は使い捨てカイロで維持

した。採血は胸鎖乳突筋を穿刺し頸静脈から行い、毎回約 100 μL を投与後 5 分、1、

2、4、6、10、26、33、51 時間後に採血した。採血も 2.5％～3％のイソフルランの麻

酔下で実施した。プロトロンビン時間は 5 分、6、10、26、33、および 51 時間で

CoaguCheck XS（Roche Diagnostics, Basel, Switzerland）を用い測定した。51 時間目の

採血終了後にラットはイソフルランの過剰投与により安楽死させ、臓器を収集した。

また、各血液はヘパリンで処理した後 5,000 ×g で 5 分間遠心し血漿として-20℃で
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保存した。 

また、糞尿中への排泄を観察するために、感受性群と抵抗性群のそれぞれに生理

的食塩水に溶解したワルファリンナトリウム 10 mg/kg を経口投与した（各 n = 5）。

その後、ラットを代謝ケージ（信濃製作所、東京）に入れ、糞・尿を 24 時間、48 時

間の 2 点で採取した。実験中餌、水は自由摂食させた。 

 

ワルファリン in situ 肝灌流試験 

肝灌流は井上、菅野の方法を改変し行った [75,76]。ラットを三種混合麻酔の腹腔

内注射により麻酔し、2.5~3％イソフルランで維持した。麻酔導入後、開腹し肝臓、門

脈、尾部大静脈、および胆管を可視化した。胆管にPE-10ポリエチレンチューブ（Becton 

Dickinson, Sparks, MD）にカニュレーションを施し、門脈及び後大静脈には No. 4-6 ポ

リエチレンチューブ（HIBIKI、東京）をカニューレとして挿入した。開腹後は白熱電

球により体温を維持した。これらの外科的処置の後、95%酸素 + 5%二酸化炭素を通

気したクレブス・リンゲル-HEPES バッファー（115 mM NaCl、5.9 mM KCl、1.2 mM 

MgCl2、1.2 mM NaH2PO4、1.2 mM Na2SO4、2.5 mM CaCl2、25 mM NaHCO3、10 mM グ

ルコース、0.1 M HEPES pH = 7.4）を門脈カニューレから MP-2000 ポンプ（EYELA、

東京）で 30 mL/min の流量で肝臓へ通液した。15 分間の本バッファーによる灌流を

行った後に、0.5 mM のワルファリンを含むバッファーで 30 分間灌流した。その後、

再度ワルファリンを含まないバッファーを 15 分間灌流し洗い込みを行った。肝臓通

過後の灌流液は後大静脈カニューレを通し 1 分毎に各 5 秒間採取した。胆管カニュー

レには 1.5 mL エッペンチューブを設置し、滲み出る灌流液を継続的に採取した。ラ

ットは深麻酔下での灌流措置による放血で安楽死させた。 

 

ワルファリンの抽出 

ワルファリンと水酸化ワルファリンは、液液分配法で灌流液、血漿、肝臓から抽出

した。各サンプル（血漿 5 µL、灌流液 5 µL、臓器 20 mg）を 0.1 M の酢酸ナトリウ

ム緩衝液（pH =5.0）と混合し、内部標準物質として Phenyl-d5-7-hydroxywarfarin（7-

OH-d5-warfarin、100 nM）、脱抱合の基準物質としてオキサゼパムグルクロン酸抱合体

（100 nM）を添加した。これに 5000 unit β-glucuronidase を加え、37℃、オーバーナイ

トで振盪し水酸化ワルファリンの脱抱合処理を行った。これに 5 mLのジエチルエー

テルを添加し激しく振盪後 3,000 ×g で 10 分間延伸し、液液分配を行った。上層（有

機層）を分取し、50℃、窒素風乾により蒸発乾固させた。残渣を 1.0 mL のメタノー

ルに再溶解し、溶液を 15,000 ×g で 10 分間遠心分離し、0.2 μm Chromatodisc Sample 

Syringe Filters（GL Science、東京）で濾過した。 
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ワルファリンの定量 

ワルファリンおよび水酸化ワルファリンは、HPLC（Shimadzu 20 Series）とエレク

トロスプレーイオン化トリプル四重極質量分析（ESI / MS / MS、LC-8040、Shimadzu）

によって分離・定量した。カラムは C18 カラム（Symmetry Shield、RP18 2.1×150 mm、

3.5μm、Waters, Milford, MA）を用いた。移動相は 10％ メタノール + 90% 10 mM 酢

酸アンモニウムバッファー pH 5.0（A）、および 100％ メタノール（B）を下記の B

相濃度グラジエントで適用した。0-2 分：5％、2～15 分：90％への線形グラジエント、

15-20 分：90％。サンプル注入量は 10 μL、流速 0.3 mL/min、カラム温度は 50°C であ

った。各 MS パラメーターは Table 3-1 に示した。 

 

分析のクオリティコントロール 

サンプルからの回収率を調べるために、ワルファリンを含まない血漿、肝臓、クレ

ブス・リンゲルバッファーにワルファリンを添加し回収試験を実施した。ワルファリ

ンを含まない血漿、肝臓及び肝灌流液は SD ラットから採取した。各サンプル（血漿 

5 µL、灌流液 5 µL、臓器 20 mg）を 2 mL の 0.1 M 酢酸ナトリウム緩衝液（pH =約

5.0）と混合し、4 '、6、7、8、10-OH ワルファリン、7-OH-d5-warfarin およびワルファ

リンの混合物 100 μL を添加した。その後、上記の手法を用いて液液分配、分析を実

施した。この手順を 4 回繰り返し、回収率を算出した。検出限界（LOD）および定量

下限（LOQ）は標準曲線（n = 10）から算出した。日内変動（％RSD）および精度（％

RE）も同様に検量線から算出した。これらはそれぞれ低（10 nM）、中（50 nM）およ

び高（200 nM）濃度の標準混合物を分析した。 

 

ウェスタンブロット 

 ワルファリン代謝を担う P450 の発現量を灌流後の肝ミクロソーム画分を用いたウ

ェスタンブロットにて半定量した。SDS-PAGE は 10%ポリアクリルアミドゲルに肝ミ

クロソーム画分を 10 µg/lane アプライし実施した。本タンパク質はニトロセルロース

メンブレンにセミドライ法で転写した後、プロテインフリーブロッキングバッファー

（タカラバイオ）で室温にて 1 時間ブロッキングした。一次抗体はヤギ由来抗ラット

CYP1A1、2B1、2C6、2C11、3A2、CYP reductase 抗体（第一純薬、東京）と内在性コ

ントロール遺伝子としてマウス由来抗ラット GAPDH 抗体（Santa Cruz）を用いた。

二次抗体として HRP 標識ロバ由来抗ヤギ IgG 抗体、HRP 標識ヤギ由来抗マウス IgG-

rabbit IgGを用いた。検出はPierce ECL Western Blotting Substrate（Thermo Fisher Scientific）

を用いた。 

 

統計解析 
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ワルファリンと水酸化ワルファリンのノンコンパートメントモデル解析（NCA）は、

それぞれの血漿濃度時間データを用い、Phoenix WinNonLin（Certara USA, Inc., 

Princeton, NJ）で実施した [77]。 0～51 時間の曲線下面積（AUC）は、線形台形規則

を使用して算出した。また、生物学的利用率は経口投与と静脈内投与の双方の結果か

ら（AUCp.o./dosep.o.)/(AUCi.v./dose.）という式で算出した。また、肝灌流試験での水酸化

ワルファリンの AUC は、GraphPad Prism7（GraphPad Software Inc.）を使用して計算

した。これらのパラメーターの検定は student’s t-test または Dunnett test にて有意水準 

p < 0.05 で実施した（JMP 14, SAS Institute, Cary, NC）。 

 

結果 

HPLC-ESI-MS/MS によるワルファリン、水酸化ワルファリンの検出 

 ワルファリンと水酸化ワルファリン、内部標準物質の検出を HPLC-ESI-MS/MS で

行った。各化合物のクロマトグラムを Fig. 3-2 に、測定精度の指標となる回収率、定

量下限、検出限界を Table 3-1 に示した。 

 

薬力学的解析 

Fig. 3-3 はワルファリン経口投与後のプロトロンビン時間の動態である（国際標準

比：INR）。プロトロンビン時間は、血液凝固能の指標であり INR が高い程血液が凝

固し辛い事を意味する。また、哺乳類に於ける平常時の INR は約 1.0 であり、今回測

定に用いた Coagucheck XS の測定上限は 8.0 である。 

感受性群（S-rats）は、投与後 26 時間から PT-INR が大きく上昇し、測定上限の 8.0

以上を示し、投与後 5 分時点の値と比較し 26 時間～51 時間の間有意に高い PT-INR

を示した（Dunnett test、p < 0.05）。対照的に、抵抗性群では投与後も INR は大きく変

化せず、0 時間の値と比較して有意な変化は認められなかった。また、二群間の投与

5 分後の INR に有意差は無かった（Student’s t-test、p < 0.05）。本投与試験を通して抵

抗性群、感受性群双方全ての個体が生存し、実験終了後の臓器所見でも消化管や肺等

からの出血は認められなかった。 

 

ワルファリン薬物動態学的解析 

10 mg/kg のワルファリン投与後の血漿中ワルファリン濃度-時間プロファイルを

Fig. 3-4（p.o.）、Fig. 3-5（i.v.）に示している。ワルファリン投与は 0 分時点で行わ

れた。また、これを用いた NCA 解析により求められる薬物動態学的パラメーター

を Table 3-2 に示す。時間濃度曲線下面積（AUC）を比較すると抵抗性群では p.o.と

i.v.の両方に於いて感受性群と比べ有意に低かった。また、排泄能の指標となるクリ

アランスは抵抗性群に於いて p.o.と i.v.の両方で有意に高かった。対照的に、生物学
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的利用率は両群共に約 70％と有意な差異は認められなかった。 

 

水酸化ワルファリン血中動態学的解析 

ワルファリンの代謝産物である水酸化ワルファリンも同様に投与後の血中動態を

NCA 解析した（Fig. 3-6/Table 3-3：p.o.、Fig. 3-7/Table 3-4：i.v.）。10mg/kg の投与後、

両群で 5 つ全ての水酸化体を検出された。抵抗性群は i.v.群の 4’-、6-、7-OH 体で有

意に早い最高濃度到達時間（Tmax）を示した。この傾向は i.v.群の 8-、10-OH 体と経

口投与群でも同様に認められたが、有意な差は示さなかった。 

 

臓器への蓄積 

肝臓及び腎臓を投与後 51 時間後に採取し、ワルファリンの蓄積量を測定した （Fig. 

3-8）。感受性群の肝臓及び腎臓に於けるワルファリン濃度（肝臓：1378.4 ± 509.6 ng/g、

腎臓：487.5 ± 300.9 ng/g）はそれぞれ抵抗性群よりも有意に高かった（肝臓：61.3 ± 

16.2 ng/g、腎臓：29.3 ± 28.2 ng/g、student’s t-test, p < 0.05）。 

 

尿中への排泄 

尿中に排泄されたワルファリンとその水酸化体の量を測定した（Fig. 3-9）。投与後

24 および 48 時間で、水酸化体の総量に有意差はなかった。（感受性群：441±127 μg、

抵抗性群 629 ± 63 μg）。一方、4’-OH ワルファリンの量は 24 時間及び 48 時間の抵抗

性群の尿（227.5 ± 37.5 μg）で有意に感受性群の尿（78.7 ± 21.5 μg）よりも高かった。

また、糞中への排泄については尿中排泄量に比べ量が少なく、総量、及び全ての水酸

化体とワルファリンの排泄量に二群間で有意差は認められなかった（data not shown）。 

 

肝灌流試験 

ワルファリンの肝代謝活性を肝灌流試験により評価した。Fig. 3-10 は灌流液中の水

酸化ワルファリンの濃度を示している。HPLC-ESI-MS / MS による検出の結果、感受

性群と抵抗性群双方の灌流液中で 4'、6、7、8、10-OH ワルファリンが検出された。

各代謝物の AUC は Table3-5 に示されている。抵抗性群では 5 つの水酸化体全てで感

受性群よりも有意に高い AUC を示した（student’s t-test, p < 0.05）。一方、ワルファリ

ン自体の AUC に有意差はなかった（data not shown）。また、胆管から得られる灌流液

の量が両群ともに少なく、胆汁中の排泄量は定量する事が出来なかった。 

 

シトクロム P450 のイムノブロッティング 

ウェスタンブロット法を実施して、灌流後の肝臓ミクロソーム画分に於けるワルフ

ァリン代謝を担う P450 分子種の発現量を定量した（Fig. 3-11）。CYP2C6 を除き、抵
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抗性群は感受性群と比較し有意に高い P450 タンパク質発現量（1.2～1.3 倍）を示し

た。 

 

考察 

 本研究では、抵抗性ラットに於けるワルファリンの体内動態と肝代謝能を in vivo薬

物動態学的/薬力学的解析と in situ 肝灌流試験により解析した。薬物動態学的解析で

は、抵抗性群は経口投与と静脈内投与の双方でワルファリンの低 AUC と高クリアラ

ンスを示した（Fig. 3-4、5）。本結果は、抵抗性群ではワルファリンの体内からの排泄

が亢進している事を示唆する。一方、経口投与と静脈内投与の比から算出した生物学

的利用率には有意差がなかった事から、消化管からの吸収率或いは初回通過効果には

大きな差がない事が示唆された（Table 3-2）。ワルファリンは吸収率が極めて高くヒ

ト、齧歯類では上部消化管から 99%が速やかに吸収される事が知られている [78]。

本研究でも、抵抗性群・感受性群共に経口投与後 5 分時点で高濃度のワルファリンが

血漿中から検出され迅速な吸収が行われていると考えられる。 

抵抗性群で確認された迅速な排泄の一因として肝臓でのシトクロム P450 による水

酸化能が高くワルファリンを迅速に代謝できるという可能性が考えられる。水酸化ワ

ルファリンの薬物動態を比較すると、静脈内投与に於いて抵抗性群では投与後 1 時間

で全ての水酸化体が最高濃度に達しその後減少するという特徴的な動態を示し、実際

に 4’-、6-、7-OH 体の最高濃度到達時間 Tmaxは抵抗性群の方が感受性群よりも有意に

早かった（Table 3-4）。この傾向は、頸静脈投与の他の水酸化体と経口投与の全ての水

酸化体に於いても有意差は認められなかったが、同様に観察された（Table 3-3）。 

しかしながら、尿中への排泄量を比較すると 4’-OH ワルファリンを除いて、その排

泄総量に有意差はなかった（Fig. 3-9）。薬物動態学的解析の結果から鑑みると、感受

性群・抵抗性群双方で、投与後 24 時間で血中から大部分のワルファリンが消失して

おり、投与後 24 時間以降では両群共に大部分が既に尿中へ排泄されてしまったため

だと考えられる。尿中への排泄速度をより詳細に解明するには投与直後の尿をカテー

テルで採取する等して、より短い時間軸で経時的に測定する必要がある。一方、肝臓・

腎臓中への残留量を比較すると、抵抗性群では感受性群より有意に低かった。しかし

この残留量は排泄量の 1/1000 オーダーであり、総摂取量に対して微細なオーダーで

の差である。 

また、ワルファリンには S-ワルファリンと R-ワルファリンの鏡像異性体が存在し、

一部異なる生理学的特性を示す事が知られている。薬効は S-体の方が強いが、クリア

ランスも S-体の方が高く排泄されやすい [79]。また、P450 での代謝についてはヒト

では S-体の大部分は CYP2C9 で 7-OH 体に代謝され、R-体はその他の水酸化体へ代
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謝される傾向が高い [80]。ワルファリンは医薬品としては鏡像異性体を等量含むラ

セミ体として用いられる。本研究でもワルファリンナトリウムのラセミ体を投与した

が、本研究ではワルファリン、OH ワルファリン共に HPLC-MS/MS での鏡像異性体

の分離は出来なかった。 

肝代謝能を精査するために、これらのラットを用いて肝灌流試験を実施し生理的に

近い条件での肝代謝能を評価した。その結果、抵抗性群では 5 つ全ての水酸化体で感

受性群よりも有意に高い生成量（AUC）を示し、実際に肝臓での高いワルファリン水

酸化代謝能を有する事が示唆された（Fig. 3-10）。今回は代謝の第一段階であり律速酵

素になると考えられる P450 による水酸化能に着目したが、ワルファリンはその後グ

ルクロン酸抱合を受け、尿中・胆汁中に排泄される。ワルファリンのグルクロン酸抱

合はヒトにおいて UDP-グルクロン酸転移酵素（UGT）の UGT1A 分子種（1A1、1A3、

1A8、1A9、1A10）が担う事が知られている [81,82]。一般にグルクロン酸抱合体は多

剤耐性関連タンパク質 1（MRP1）で血液中へ排泄される他、胆管側多選択性有機ア

ニオン輸送体（cMOAT）により胆汁へ排泄される。本研究では胆管からの灌流液排泄

量が少なかったため、胆汁中排泄量を定量する事はできなかった。SD ラットを用い

た予備試験では胆管からの灌流液量は体重依存性に増加し、分析に十分な量が分泌さ

れるには少なくとも 250 g 程度の体重が必要であった（data not shown）。今回実験に

供試したクマネズミの体重が平均 112.9 g であり、一般にクマネズミの方がドブネズ

ミより小さい事を考えると肝灌流試験ではクマネズミでの胆管排泄量を定量するの

は困難だと考えられる。今後、抵抗性群に於けるワルファリン代謝・排泄能をより詳

細に解析するには、UGT1A 分子種によるワルファリンのグルクロン酸抱合能や

cMOAT を介した胆汁排泄能等も別の手法で評価する事が求められる。 

また、これらの肝代謝を担う P450 の発現量をウェスタンブロット法にて半定量す

ると、CYP2C6 以外の分子種で抵抗性群の方が有意に高い相対発現量を示した（Fig. 

3-11）。一方、肝灌流試験での AUC を比較すると抵抗性群が 2.6~8.5 倍程度高い値を

示している（Table 3-5）のに対して、タンパク質発現量では 1.2~1.3 倍程度に留まっ

ており、肝代謝能に対して変化の幅は比較的小さく、この P450 発現量が高代謝能の

原因を全て説明し得るかは不透明である。また、ワルファリンがこれらの P450 分子

種の遺伝子発現を誘導するという知見は乏しい。このため、高代謝能の原因について

は P450 酵素抽出画分等を用いて精査する必要がある。また、4’-OH 体は血中動態、

肝灌流の双方で一番高い AUC を示し齧歯類での主要代謝経路である事が示唆された。

4’水酸化反応は CYP2B1 と 2C11 で担われる。特にラットの CYP2C11 は雄特有の酵

素であることが知られているため、雌に於いても同様の知見が得られるか性差を検討

する事が期待される [83,84]。 
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 投与試験においてワルファリンの薬効の指標となるプロトロンビン時間（PT-INR）

を解析した結果、抵抗性群では 10 mg/kg の単回投与ではプロトロンビン時間が有意

に上昇しない事が分かった（Fig. 3-3）。また、ワルファリンの単回投与での半数致死

量 LD50は 58 mg/kg である他、ワルファリンは反復摂取で薬効が増強される事が知ら

れており、5 日間の継続摂取での LD50は合計 17 mg/kg（3.4 mg/kg/day）である [85–

87]。これらと比較して決して少なくない 10 mg/kg の単回投与で薬効が発現しなかっ

た事から本抵抗性群は顕著な抵抗性を示していると言う事ができる。その原因として、

本抵抗性群は VKOR 変異と高ワルファリン代謝・排泄能の 2 つを有している。各要

素がどの程度の割合で抵抗性に寄与しているかは本試験系から判断する事はできな

いが、投与後 10 時間後から有意ではないものの上昇傾向にあった PT-INR が投与後

31 時間から下がりはじめ正常値に復帰する様な挙動を見せている事から、迅速な解

毒排泄能も少なからず抵抗性に寄与していると考えられる。また、ワルファリンは殺

鼠剤として用いられる際に持続曝露で致死効果を示す蓄積毒として用いられる事か

ら、高解毒排泄能は、持続曝露という実際に野外で殺鼠剤を摂取する際の曝露状況で

は、顕著に抵抗性に寄与する可能性もある。 

 

小括 

 今回用いた抵抗性群は第 2章で確認された Leu76Proという VKOR変異を有するの

に加えて、in situ 肝灌流試験ではワルファリンの高い肝代謝能を有している事が明ら

かとなり、in vivo 薬物動態学的試験では恐らくそれに起因する高排泄能を有している

事が判明した。また、薬力学的試験では実際に生体レベルでもワルファリンの薬効が

発現し辛い事も明らかとなった。今後もこの高代謝排泄能のメカニズムをより詳細に

検討する必要がある。 
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Fig. 3-1：ラットに於けるワルファリン水酸化代謝経路。ワルファリンは複数のシトク

ロム P450 分子種（CYP）により 4’-、6-、7-、8-、10-水酸化（OH）体へ水酸化される。  
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Fig. 3-2：ワルファリンと水酸化ワルファリンのクロマトグラフ。高速液体クロマトグ

ラフィー（HPLC）による分離の後、エレクトロスプレーイオン化質量分析計（ESI-

MS/MS）で定量した。これらの ESI-MS/MS 分析条件とその分析精度は Table 3-1 に示

した。 
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Table 3-1：ワルファリンと水酸化ワルファリンの分析条件・分析精度 

  Intraday precision (%RSD) and accuracy (%RE) Innerday precision (%RSD) and accuracy (%RE)       

 
RSD RE RSD RE 

   

  10 nM 50 nM 200 nM   10 nM 50 nM 200 nM   

Recovery 

rate (%) 

LOD 

(nM) 

LOQ 

(nM) 

4’-OH 13.11  12.21  14.90  1.09  13.59  12.32  15.20  0.64  77.34±5.84 10.1 30.6 

6-OH 12.61  11.37  13.14  2.69  8.62  6.51  10.34  0.63  78.88±8.29 7.89 23.91 

7-OH 17.63  15.02  14.27  1.09  12.78  5.71  6.51  1.51  82.11±14.12 7.38 22.35 

8-OH 15.49  11.06  14.04  1.37  12.69  9.63  6.21  2.69  84±5.91 7.89 23.91 

10-OH 13.23  14.93  17.50  2.21  13.83  11.94  8.64  1.15  106.97±3.78 8.12 24.62 

Warfarin 19.70  15.49  15.33  2.05  5.66  5.81  3.77  0.38  94.68±6.37 36.21 109.74 

d5-7-OH 13.32  11.92  13.35  0.51  11.18  6.10  6.34  1.37  83.76±8.65     

高速液体クロマトグラフィーエレクトロスプレーイオン化法質量分析計（HPLC-ESI-MS/MS）で検出・定量したワルファリンと内

部標準物質の分析条件と分析精度を示した。分析精度の指標として液液分配後の各回収率と検出限界（LOD）と定量下限（LOQ）

を肝ミクロソーム画分に各化合物の分析標準品を添加しての添加回収試験を行い算出した。 
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Fig. 3-3：ワルファリンの薬力学的解析。ワルファリンの抗血液凝固作用の指標として

ワルファリンナトリウム 10 mg/kg 経口投与後のプロトロンビン時間国際標準比（PT-

INR）を測定した。哺乳類での PT-INR正常値は約 1.0で、今回測定に用いたCoaguCheck 

XS の測定上限は 8.0 である。〇：感受性群、▲：抵抗性群。各プロットは平均 ± 標

準誤差（SEM）で表した（n = 4）。*は、5 分時点の PT-INR 値と比較して有意に高い

値を示す（Dunnett test、p < 0.05）。  
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Fig. 3-4：血漿中ワルファリン濃度の推移（経口投与）。表中 0 分でワルファリンナト

リウム 10 mg/kg を経口投与した後の血漿中ワルファリン濃度を測定した。〇：感受

性群（S-rats）、▲：抵抗性群（R-rats）。各プロットは平均 ± 標準誤差（SEM）で表

した（n = 4）。本ワルファリン濃度-時間プロファイルを Phoenix WinNonLin（Certara 

USA, Inc., Princeton, NJ）を用いたノンコーパントメント解析（NCA）する事で得られ

た薬物動態学的パラメーターは Table 3-2 に示した。 
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Fig. 3-5：血漿中ワルファリン濃度の推移（静脈内投与）。表中 0 分でワルファリンナ

トリウム 10 mg/kg を静脈内投与後の血漿中ワルファリン濃度を測定した。〇：感受

性群（S-rats）、▲：抵抗性群（R-rats）。各プロットは平均 ± 標準誤差（SEM）で表

した（n = 4）。本ワルファリン濃度-時間プロファイルを Phoenix WinNonLin（Certara 

USA, Inc., Princeton, NJ）を用いたノンコーパントメント解析（NCA）する事で得られ

た薬物動態学的パラメーターは Table 3-2 に示した。 
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Fig. 3-6：血漿中水酸化ワルファリン濃度の推移（経口投与）。表中 0 分でワルファリ

ンナトリウム 10 mg/kg を経口投与後の血漿中水酸化（OH）ワルファリン濃度を測定

した。〇：感受性群（S-rats）、▲：抵抗性群（R-rats）。各プロットは平均 ± 標準誤

差（SEM）で表した（n = 4）。各血中動態をノンコーパントメント解析（NCA）する

事で得られた薬物動態学的パラメーターは Table 3-3 に示した。A：4’-OH ワルファリ

ン、B：6-OH ワルファリン、C：7-OH ワルファリン、D：8-OH ワルファリン、E：10-

OH ワルファリン。  
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Fig. 3-7：血漿中水酸化ワルファリン濃度の推移（静脈内投与）。表中 0 分でワルファ

リンナトリウム 10 mg/kg を静脈内投与後の血漿中水酸化（OH）ワルファリン濃度を

測定した。〇：感受性群（S-rats）、▲：抵抗性群（R-rats）。各プロットは平均 ± 標

準誤差（SEM）で表した（n = 4）。各血中動態をノンコーパントメント解析（NCA）

する事で得られた薬物動態学的パラメーターは Table 3-4 に示した。A：4’-OH ワルフ

ァリン、B：6-OH ワルファリン、C：7-OH ワルファリン、D：8-OH ワルファリン、

E：10-OH ワルファリン。 
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ワルファリン血中動態（Fig. 3-4、3-5）のノンコーパントメント解析により得られた

薬物動態学的パラメーター。各値は平均 ± 標準誤差（SEM）で表した（n = 4）。 

* は二群間で有意差がある事を示す(Student’s t-test, p < 0.05)。S-rats：感受性群、R-rats：

抵抗性群、Cmax：最高血漿中濃度、AUC：血漿中濃度-時間曲線下面積、Clearance：血

漿中クリアランス、Bioavailability：生物学的利用率、p.o.：経口投与、i.v.：静脈内投

与 

  

Table 3-2：ワルファリンの薬物動態学的パラメーター 

  

  
Cmax 

(µg/mL) 

AUC 

(µg/mL) / h 

Clearance 

(µL/h) 

Bio-

availability 

(%)   

S-rats   
p.o. 72.50±11.07 728.52±161.49 1927.9±308.1 

69.53 
i.v. 232.61±34.61 877.93±142.87 137.23±27.02 

R-rats 
p.o. 40.29±15.88 182.71±58.72* 8014.6±2264.5* 

72.34 
i.v. 133.09±6.57 252.88±15.35* 409.08±30.16* 
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Table 3-3：水酸化ワルファリンの薬物動態学的パラメーター（経口投与） 

4’-OH Tmax (h) Cmax (µg/mL) AUC (h×µg/mL) 

S-rats 6.50 ± 1.26 3.42 ± 1.06 53.41 ± 15.40 

R-rats 1.19 ± 0.08 2.52 ± 0.47  23.14 ± 2.75 

6-OH       

S-rats 5.50 ± 0.58 0.91 ± 0.64 5.58 ± 2.50 

R-rats 2.25 ± 1.25 0.27 ± 0.10 1.70 ± 0.44 

7-OH       

S-rats 5.50 ± 1.50 0.53 ± 0.18 5.02 ± 1.81 

R-rats 2.25 ± 1.25 0.32 ± 0.09 1.82 ± 0.24 

8-OH       

S-rats 5.00 ± 0.58 1.12 ± 0.29 15.64 ± 4.70 

R-rats 2.25 ± 1.25 1.00 ± 0.28 6.68 ± 0.86* 

10-OH       

S-rats 6.5 ± 1.26 1.05 ± 0.47 14.01 ± 5.93 

R-rats 3.00 ± 1.22 0.49 ± 0.37* 2.37 ± 1.63* 

経口投与後の水酸化（OH）ワルファリン血中動態（Fig. 3-6）のノンコーパントメン

ト解析により得られた薬物動態学的パラメーター。各値は平均 ± 標準誤差（SEM）

で表した（n = 4）。* は二群間で有意差がある事を示す(Student’s t-test, p < 0.05)。S-

rats：感受性群、R-rats：抵抗性群、Cmax：最高血漿中濃度、Tmax：最高濃度到達時間、

AUC：血漿中濃度-時間曲線下面積 
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Table 3-4：水酸化ワルファリンの薬物動態学的パラメーター（静脈内投与） 

4’-OH Tmax (h) Cmax (µg/mL) AUC (h×µg/mL) 

S-rats 3.50 ± 0.50 3.87 ± 0.62 35.82 ± 6.36 

R-rats 1.25 ± 0.25* 7.54 ± 0.41* 24.42 ± 2.70 

6-OH       

S-rats 5.50 ± 0.50 0.524 ± 0.129 7.23 ± 2.12 

R-rats 1.00 ± 0.00* 0.461 ± 0.038 1.70 ± 0.12 

7-OH       

S-rats 4.00 ± 0.82 0.572 ± 0.102 6.05 ± 1.20 

R-rats 1.25 ± 0.25* 0.756 ± 0.059 1.63 ± 0.19* 

8-OH       

S-rats 2.00 ± 0.71 1.94 ± 0.48 16.59 ± 2.98 

R-rats 1.00 ± 0.00 2.59 ± 0.29 7.50 ± 0.58* 

10-OH       

S-rats 2.25 ± 0.63 0.93 ± 0.22 5.45 ± 1.43 

R-rats 1.00 ± 0.00 1.02 ± 0.19 2.79 ± 0.61 

静脈内投与後の水酸化（OH）ワルファリン血中動態（Fig. 3-7）のノンコーパントメ

ント解析により得られた薬物動態学的パラメーター。各値は平均 ± 標準誤差（SEM）

で表した（n = 4）。* は二群間で有意差がある事を示す(Student’s t-test, p < 0.05)。S-

rats：感受性群、R-rats：抵抗性群、Cmax：最高血漿中濃度、Tmax：最高濃度到達時間、

AUC：血漿中濃度-時間曲線下面積 
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Fig. 3-8：ワルファリン投与 51 時間後の肝臓、腎臓中ワルファリン濃度。ワルファリ

ン経口投与後 51 時間時点での感受性群（S-）と抵抗性群（R-）の肝臓、腎臓中ワル

ファリン濃度（ng/ g wet weight）。各値は平均 ± 標準誤差（SEM）で表した（n = 4）。

* は二群間で有意差がある事を示す（Student’s t-test, p < 0.05）。 
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Fig. 3-9：尿中へのワルファリン・水酸化ワルファリン排泄量。ワルファリン経口投与

後 24 時間、48 時間での尿中へのワルファリンと水酸化（OH）ワルファリン排泄総量

（µg）。感受性群（S-）と抵抗性群（R-）それぞれにワルファリンナトリウム 10 mg/kg

を経口投与後に、1 匹ずつ個別の代謝ケージに入れ排泄物を採取した。各値は平均 ± 

標準誤差（SEM）で表した（n = 5）。* は二群間で有意差がある事を示す（Student’s t-

test、 p < 0.05）。  
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 Fig. 3-10：肝灌流試験での灌流液中水酸化ワルファリン濃度の推移。〇：感受性群、

▲：抵抗性群。各プロットは平均 ± 標準誤差（SEM）で表した（n = 4）。この図か

ら計算した濃度-時間曲線下面積（AUC）は Table 3-5 に示した。  
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Table 3-5：灌流液中水酸化ワルファリン濃度-時間曲線下面積（AUC） 

S-rats：感受性群、R-rats：抵抗性群。各プロットは平均 ± 標準誤差（SEM）で表し

た（n = 4）。* は二群間で有意差がある事を示す（Student’s t-test, p < 0.05）。  

AUC (nM/min) 4’-OH 6-OH 7-OH 8-OH 10-OH 

R-rats 9983±1753* 1709±294* 739±235* 1211±241* 2376±109* 

S-rats 1389±333 196±37 132±86 209±117 915±268 
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Fig. 3-11：シトクロム P450 のイムノブロッティング。肝ミクロソーム画分を使用し

たウエスタンブロット法によりワルファリン代謝を担う P450 分子種（CYP-）の発現

量を半定量した。ローディングコントロールとして GAPDHを用いた。縦軸は GAPDH

による補正値。各値は平均 ± 標準誤差（SEM）で示した。* は二群間で有意差があ

る事を示す（Student’s t-test, p < 0.05）。 
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― 第四章 ― 

抵抗性ラットに於けるワルファリン高代謝能の原因分子の同定 

 

背景 

第三章では殺鼠剤抵抗性ラットクローズドコロニーを用いた in vivo ワルファリン

薬物動態学・薬力学的解析と in situ ワルファリン肝灌流試験を実施し、本抵抗性群で

はワルファリンの体内からの高い排泄能と高い肝代謝能を有している事が明らかと

なった。そこで、本章ではこの高代謝能の原因を同定する事を目的とした。ワルファ

リン代謝は P450 により担われる。一般的に P450 で代謝される化学物質の代謝能が

向上する際には代謝を担う P450 のタンパク質発現量が増加している。これに対し第

3 章では 1.2~1.3 倍と比較的軽微な変化を示していた。また、肝灌流試験では、複数

のP450分子種で担われる5つの水酸化体全てで一様に高代謝能を示していた事から、

高代謝能の原因は各 P450 個別の発現量変化ではなく、全ての P450 分子種に共通す

る因子が原因である可能性がある。 

P450 は酸素を基質とし酸素 1 原子を化学物質へ付与する反応を担うモノオキシゲ

ナーゼ酵素であり、その反応には還元型のニコチンアミドアデニンジヌクレオチドリ

ン酸（NADPH）やニコチンアミドアデニンジヌクレオチド（NADH）と言った電子供

与体からの電子伝達を必要とする [88,89]（Fig. 4-1）。これらの電子伝達は外来化学物

質代謝を担うミクロソーム中の P450 に対してはシトクロム P450 還元酵素（CPR）や

シトクロム b5 といった酵素により行われる [90,91]（Fig. 4-2）。通常、酸化型の P450

は NADPH を電子供与体として CPR により迅速に還元されるため、NADPH-CPR 系

が主要な還元経路だと考えられている。シトクロム b5 と NADH による還元系は単独

での酸化型 P450 還元能は低いが、1 電子目が付与された P450 への 2 電子目付与の還

元能は高い。また、実験的に CPR と b5 を共存させると相乗作用的に P450 の還元能

が増加する事が確認されており、b5 は CPR とのタンパク質相互作用による補助的、

エフェクター的な役割を担う可能性があると考えられている [92]。 

肝臓中ではペントースリン酸経路（PP 経路）が電子供与体 NADPH の主要な供給

源として機能している [93]。PP 経路は解糖系のグルコース 6 リン酸（G6P）を起点

とする経路で、NADPH 産生を担う不可逆反応の酸化的経路と、3~7 炭糖の相互変換

（可逆反応）によりリボース産生を担う非酸化的経路からなる。NADPHの産生はG6P

を基質とするグルコース 6 リン酸脱水素酵素（G6PD）と、その下流で 6-ホスホグル

コン酸を基質とするホスホグルコン酸デヒドロゲナーゼ（6PGD）が担う [94]（Fig. 4-

3）。この内、PP 経路の反応を開始する G6PD が律速酵素となる事が知られている。 
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これら CPR や G6PD にも遺伝子変異が生じ遺伝性疾患や薬物代謝に影響を与える

事が確認されている。例えば、ヒトでは G6PD の欠損症は鎌状赤血球症の原因となる 

[95]。本疾患では NADPH の枯渇により酸化的ストレスに脆弱になるのが主な病因で

ある。また、乳癌や肝癌等のいくつかの癌細胞では G6PD を含む PP 経路の活性が上

昇している。これは癌細胞特有の代謝機構、或いは酸化ストレスへの防御反応である

と考えられており、抗癌剤の新たな創薬ターゲットとして注目されつつある [96,97]。

ヒトの CPR 遺伝子では 40 種以上の遺伝子多型が報告されており P450 の活性に影響

を及ぼす事が確認されているが、その大部分は in vitro 試験での P450 活性を低下させ

る [98,99]。 

以上の様に、CPR や G6PD の遺伝子多型も生体に影響を及ぼす事が確認されてい

る。抵抗性群での P450 の活性を理解する際には P450 そのものだけではなく、その活

性を調節する電子伝達系にも着目する事が必要だと考えられる。本研究では抵抗性群

に於ける P450、CPR、G6PD について解析を行った。 

 

方法 

動物 

ワルファリン抵抗性及び感受性クマネズミクローズドコロニー（Rattus rattus）はイ

カリ消毒株式会社から供試された。実験に用いたラットは全てオスであり平均体重は

124.6 ± 15.7 g であった。これらは 12 時間の明暗周期、20℃～23℃の室温で飼育し、

餌（CE-2、日本クレア）・水は自由摂取とし、実験前の絶食は実施しなかった。 

これらに対し、イソフルランの過剰投与による安楽死を行い、その後 5 分以内に肝

臓を摘出し液体窒素で凍結させた。凍結肝臓は－80℃で実験に供試するまで保管した。

一連の動物実験及び飼育は AAALAC International のガイドラインに従い、北海道大学

全学及び大学院獣医学研究院の認証を得て実施した（認証番号 14-0142）。 

 

S9・ミクロソームの調製 

P450 が含まれる S9 画分及びミクロソーム画分は上記のラット肝サンプルより調

製した [54]。約 3.0 gの肝臓を 9.0 mLの氷冷 0.1 Mリン酸カリウムバッファー（KPB、 

pH 7.4）でホモジナイズした。ホモジナイズ液は 4℃、9,000×g で 20 分間遠心した。

この上清をガーゼで濾し、もう一度同条件で遠心した上清を S9 画分とし、液体窒素

で凍結させた。また、この S9 画分の一部はミクロソーム調製用に 4℃、105,000×g で

60分間超遠心した。遠心後のペレットを 0.1 M KPBに溶解しミクロソーム画分とし、

液体窒素で凍結させ使用時まで-80℃で保管した。これらのタンパク質濃度は Pierce 

BCA Protein Assay Kit （Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA）で測定した [55]。ま
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た、ミクロソーム画分中の P450 含有量は大村らの手法に従い測定した [54]。 

 

ミクロソーム画分を用いたワルファリン代謝活性試験 

肝ミクロソーム画分中に含まれる P450 によるワルファリンの水酸化代謝活性を酵

素速度論的に解析した [30,100]。肝ミクロソーム（1 mg/mL）、G6P（5 mM、富士フィ

ルム和光純薬株式会社、大阪）、塩化マグネシウム（MgCl2、3 mM、富士フィルム和

光純薬株式会社）、ワルファリンナトリウム（10、25、50、100、200、400、800 μM）

いずれも終濃度を含む反応液を調製した。これらは 37℃で 5 分間恒温振盪槽にてプ

レインキュベートした。その後、反応開始液として G6PD （2 IU/ｍL、富士フィルム

和光純薬）とβ-NADPH（0.5 mM、富士フィルム和光純薬）各終濃度を添加した。反

応液の容量は 100 µL とした。10 分間の反応の後、氷冷メタノールを 1 mL添加後激

しくボルテックスを行い、反応を停止させた。これを 15,000×g で 10 分間遠心して

タンパク質を沈殿させ、上清を 150 µL 回収し分析に供試した。反応液中の各水酸化

ワルファリンは第 3 章と同様の分析条件で HPLC-ESI-MS/MS で検出・定量した。 

 

S9 画分を用いたワルファリン代謝活性試験 

 S9 画分を用いて、内因性 G6PD 産生 NADPH 依存性のワルファリン代謝活性試

験を実施した。肝 S9（1 mg/mL）、G6P（5 mM）、MgCl2（3 mM）、ワルファリンナト

リウム（10、25、50、100、200、400、800 μM）いずれも終濃度、を含む反応液を調

製した（合計 100 µL）。これらを 37℃、5 分間恒温振盪槽にてプレインキュベートし

た。その後、酸化型β-NADP+（0.5 mM）を添加し反応を開始した。10 分間の反応後、

氷冷メタノールを 1 mL 添加し反応を停止させた。これを 15,000×g で 10 分間遠心

し、上清 150 µLを回収し HPLC-ESI-MS/MS での分析に供試した。 

 

シトクロム P450 還元酵素の活性試験 

 CPR 活性についても大村と竹末の方法を一部改変し、ミクロソーム画分と S9 画分

の双方で測定した [101]。KPB（0.1 M、pH 7.4）と 50 µM シトクロム c（ウシ心臓由

来、Sigma Aldrich）とミクロソーム画分または S9 画分（各 1 mg/mL）を含む反応液

を調製した。これに反応開始液としてミクロソームには 0.5 mM のβ-NADPH と 2 

IU/mLの G6PD を、S9 画分にはβ-NADP+（0.5 mM）をそれぞれ添加した。シトクロ

ム c の還元反応を 550 nm の吸光波長の変化として吸光光度計（UV-2600、島津製作

所）で 1 分間経時的に測定した。また、CPR 以外の還元酵素によるシトクロム c 還元

能は CPR 活性阻害物質である Diphenyleneiodonium chloride（和光純薬株式会社）を終

濃度 1mM 添加して測定し、補正した [102]。 
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PP経路活性 

 肝臓中の主要な NADPH 供給源となる PP 経路での NADPH 産生活性は S9 画分を

用いて測定した [103]。反応液として肝 S9（1 mg/mL）、G6P（5 mM）、MgCl2（3 mM）

を調製した。これにβ-NADP+（0.5 mM）を添加し反応を開始した。G6PD または 6PGD

で生成される NADPH を 340 nm の吸光波長で 1 分間経時的に観察しその速度を測定

した。 

 

ウェスタンブロット 

 ミクロソーム中の G6PD 及び６PGD タンパク質発現量はウェスタンブロット法に

て半定量した。S9 画分を 10%ポリアクリルアミドゲルに 10 µg/lane アプライし SDS-

PAGE を行った。その後、タンパク質を 0.2 µｍ PVDF メンブレンにセミドライ法に

て転写した。ブロッキングはプロテインフリーブロッキングバッファー（タカラバイ

オ）中で室温、1 時間実施した。一次抗体は anti-G6PD 抗体、anti-6PGD 抗体、ローデ

ィングコントロールとして anti-β actin 抗体を用い、二次抗体は HRP 標識 anti-マウ

ス IgG 抗体（いずれも Abcam）を用いた。検出は Pierce ECL Western Blotting Substrate

（Thermo Fisher Scientific）を用いた。 

 

シークエンス解析 

抵抗性群と感受性群の G6pd 遺伝子のコーディング領域配列（CDS）を比較した。

mRNA は各肝サンプルから NucleoSpin RNA（タカラバイオ）でメーカーの標準的プ

ロトコルに従い抽出した。mRNA からの相補的 DNA（cDNA）合成は ReverTra Ace

（東洋紡、大阪）を用いて行った。G6pd の CDS を含む領域を PrimeSTAR MAX DNA 

Polymerase （タカラバイオ株式会社、滋賀）を用いての cDNA をテンプレートとし

た PCR で増幅した。PCR は 94 ℃／5 秒、60 ℃／5 秒、72 ℃／15 秒、35 サイク

ルの条件で実施した。本 PCR 産物を QIAquick PCR Purification Kit（QIAGEN N.V., 

Hilden, Germany）で精製した後に、シークエンス解析に供試した（株式会社ファス

マック）。遺伝子のアライメント解析は MEGA7 を用いた [53]。上記の試験系で用い

たプライマーの配列情報は Table 4-1 に記載した。 

 

統計 

 ワルファリン代謝活性試験で得た代謝活性値はミカエリス・メンテン式に非線形

回帰し、Vmax、Km、Vmax/Kmを GraphPad Prism 8 software で算出した（GraphPad Software 

Inc.）。抵抗性群と感受性群間の検定は Student t-test で有意水準 p < 0.05 で実施した

（JMP 14, SAS Institute）。 
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結果 

P450 濃度 

 ミクロソーム画分中、S9 画分中に含まれる総 P450 濃度を 450 nm の吸収スペクト

ルで測定した。ミクロソーム画分では抵抗性群が 0.987 ± 0.100 nmol/mg protein であ

り、感受性群が 0.784 ± 0.03 nmol/mg protein と抵抗性群の方が多い傾向を示したが

有意差は認められなかった（p  =  0.0508）。S9 画分でも、抵抗性群が 0.183 ± 0.017 

nmol/mg protein であり、感受性群が 0.208 ± 0.014 nmol/mg protein と有意差は認めら

れなかった。 

 

ワルファリン代謝活性（ミクロソーム） 

 ワルファリン代謝活性について、ミクロソーム画分に複数の基質濃度を添加し酵素

速度論的解析を行った（Fig. 4-4）。ミクロソーム画分には P450 と CPR が含まれてお

り、電子伝達系を再現するために電子供与体となる NADPH とそのリサイクルを担う

酵素である G6PD を反応開始液として添加した。抵抗性群、感受性群共に 800 µM ま

でのワルファリン濃度で 4’-、6-、7-、10-OH ワルファリンの 4 つの水酸化体で良好な

ミカエリス・メンテンプロットへの回帰を示した。一方、8-OH 体については 100 µM

を頂点として、その後代謝速度が減少していく所謂基質阻害が生じている事を示唆す

る動態を示した。この非線形回帰から算出した酵素速度論的パラメーターは Table 4-

2 に示した。Vmaxを比較すると、抵抗性群では感受性群と比較し 7-OH 体以外の 4 つ

の水酸化体で有意に高い値を示した。生理的基質濃度での代謝能の指標となる酵素効

率（Vmax/Km）では、4’-、7-、8-OH の 3 つの水酸化体で 1.3~2.6 倍程度有意に高い値を

示したが、6-OH 体では抵抗性群の方が有意に低く、また、10-OH 体では二群間に有

意差は認められなかった。  

 

ワルファリン代謝活性（S9） 

 一般的なミクロソーム画分を用いた P450 代謝活性試験では P450 の反応に必要な

電子供与体 NADPH を試薬として添加するが、内因性の NADPH 産生能がワルファリ

ン代謝に与える影響を観察するために S9 画分を用いる手法に改変した。本法では

NADPH 産生経路である PP 経路も含む S9 画分に NADP＋を添加する事で内因性

NADPH 産生能依存性のワルファリン代謝活性試験を行った（Fig. 4-5）。その結果、

抵抗性群は 4’-、6-、7-、8-OH 体で有意に高い Vmaxを示し、Vmax/Kmを比較すると同様

に 4 つの水酸化体で 3.2～4.8 倍程度有意に高い活性を示した（Table. 4-3）。 

 

シトクロム P450 還元酵素（CPR）活性 

 CPRによるシトクロム P450の還元反応は P450の活性に不可欠な要素であるため、
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ミクロソーム画分と S9 画分の双方で CPR 活性を測定した。肝ミクロソーム画分に於

ける CPR 依存性のシトクロム c 還元活性では抵抗性群と感受性群の 2 群間に有意差

は認められなかった（Fig. 4-6: A）。一方、S9 画分では抵抗性群が感受性群と比較し有

意に高い還元活性を示した（Fig. 4-6: B）。 

 

ペントースリン酸経路（PP経路）活性 

 肝臓中での主要な NADPH 供給源である PP 経路での NADPH 産生活性を、肝 S9 画

分を用い測定した。PP 経路では 1 分子の G6P を起点として、G6PD とその下流酵素

の６PGD により 2 分子の NADP+が NADPH へ還元される。本試験系では G6P と

NADP+を基質として添加する事でこの反応を再現した（Fig. 4-7）。その結果、抵抗性

群では感受性群よりも有意に高い NADPH 産生活性を示した。 

 

G6PD の遺伝子シークエンス解析 

 上記の in vitro 試験系で確認された高 NADPH 産生能の原因を同定するために

NADPH 産生の律速酵素である G6PD について CDS を抵抗性群と感受性群で比較し

た。その結果、抵抗性群と感受性群の間では G6PD の CDS 配列上の違いは認められ

なかった（data not shown）。 

 

G6PD・６PGDのタンパク質発現量解析 

 G6PD と６PGD について、肝 S9 中に於けるタンパク質発現量をβ-actin を内在性

コントロールとするウェスタンブロット法で解析した。その結果、G6PD について有

意差は認められなかったが、６PGD については感受性群の方が有意に高い発現量を

示した（Fig. 4-8）。 

 

考察  

第 4 章では、先章の in vivo 薬物動態学的解析と in situ 肝灌流試験で観察された高

代謝能の原因を探索するために、シトクロム P450 とその活性に関与する電子伝達系

に着目した解析を行った。その結果、肝臓から抽出した P450 を含む酵素画分である

ミクロソームを用いたワルファリン代謝活性試験では抵抗性群は 4’-、7-、8-OH の 3

つの水酸化体で感受性群と比較して有意に高い代謝活性（Vmax/Km）を示したが、6-OH

体では抵抗性群の方が有意に低く、10-OH 体では有意差は認められず、4’-、7-、8-OH

でも肝灌流試験での代謝能よりも軽微な変化であった（Fig. 4-9）。in situ 肝灌流試験

とミクロソーム画分での in vitro 試験での条件の差として電子伝達系に着目し S9 画

分を用いた in vitro 試験を実施した。In situ 肝灌流試験では細胞内の NADPH 産生能

に依存した P450代謝が行われているが、ミクロソーム画分ではそれを担う酵素G6PD
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を試薬として添加し、外因性の NADPH 産生能に依存し純粋な P450 活性を測定して

いるためである。In vitro 試験で内因性の NADPH 産生能依存性 P450 活性を再現する

ために G6PD を含む S9 画分に NADP＋を添加した。その結果、抵抗性群は感受性群

と比較し有意に高い代謝活性を示し、その程度もミクロソーム画分を用いた試験系よ

りも大きく、生体で見られた抵抗性群の高代謝能の原因は P450 自体の影響よりも

NADPH 産生能に起因する事が示唆された。 

そこで、肝 S9 画分を用いて肝 NADPH 産生能を測定した所、実際に抵抗性群が感

受性群よりも有意に高い NADPH 産生活性を有している事が確認された（Fig. 4-6）。

NADPHを電子供与体とした P450 の還元反応を行う酵素である CPR 活性についても

測定した所、ミクロソーム画分を用いた in vitro 試験では抵抗性群と感受性群の間に

有意差は認められなかったが、S9 画分を用いた内因性 NADPH 産生能依存性の CPR

活性を測定すると抵抗性群は有意に高い CPR 活性を示した（Fig. 4-7）。以上から、抵

抗性群では PP 経路による NADPH 産生能が高く、これにより NADPH を電子供与体

とする CPR、P450 の高代謝能を得ている事が示唆された。PP 経路では 1 分子の G6P

を起点として、G6PD とその下流酵素の６PGD により 2 分子の NADP+が NADPH へ

還元される（Fig. 4-3）。高 NADPH 産生能の原因を同定するために G6PD と 6PGD そ

れぞれの遺伝子配列とタンパク質発現量を解析した所、G6PD の遺伝子配列には両群

で違いはなく、タンパク質発現量についても抵抗性群はこれらの酵素で高い発現量を

示さなかった。つまり、高 NADPH 産生能の原因は遺伝子変異による酵素の構造の変

化やタンパク質発現量の増加に由る物では無い事が示唆された。 

 本研究ではミクロソーム、S9 といった酵素画分を用いた in vitro での酵素反応の再

現系を利用し各酵素の解析を行った。これらは生体・細胞内とは異なる環境であるた

め、その結果の解釈に留意する必要がある。今回 P450 による酵素速度論的解析をミ

クロソーム画分と S9 画分で実施したが、同じ水酸化体に於いてもミクロソーム画分

の方が S9 画分よりも高い代謝活性を示している。これは S9 画分では反応開始液添

加時点では反応に必要な NADPH が存在しないのに対し、ミクロソーム画分では反応

開始時点で 0.5 mM と十分量の NADPH が存在するという NADPH 濃度の違い、或い

は含有 P450 量の差に起因する物だと考えられる。また、各画分内の生体由来 NADPH

に関しては、試薬の NADPH/NADP+非添加時にはワルファリン代謝が検出できない事

から実験系への影響は無視できると考えられる。なお、S9 画分内の生体由来

NADPH/NADP+濃度自体も Abcam NADP/NADPH Assay Kit での測定を試みたが、検

出限界以下であった（data not shown）。また、NADPH 産生能について、in vitro の PP

経路活性では抵抗性群が高活性を示したが PP 経路の NADPH 産生酵素の配列・発現

量に変化が無かった事から高活性の原因は不透明である。生体内では PP 経路の他に
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もリンゴ酸脱水素酵素等でも NADPH が産生される事が知られているが、本試験系で

は基質としてグルコース 6 リン酸を添加しており、酵素の基質特異性を鑑みると PP

経路以外の酵素の関与の可能性は低いと考えられる。また、NADPH 産生を担う酵素

のうち、酸化ストレス等外来性の NADPH 要求量の高まりに対しては PP 経路が最も

反応性が高い事も知られている [104]。 

G6PD・６PGD の遺伝子変異、タンパク質発現量増加以外の高活性を齎す要因とし

て、PP 経路の律速酵素 G6PD の翻訳後修飾・活性調節機構の変化が挙げられる。PP

経路は NADPH 産生を主目的とする酸化的経路とリボース 5 リン酸（R5P）産生を主

目的とする非酸化的経路の2つから構成される。PP経路では、臓器内に於けるNADPH

と R5P それぞれの需要のバランスに基づいて、中間代謝物のグリセルアルデヒド 3

リン酸やフルクトース 6 リン酸の可逆的な変換を介して酸化的経路・非酸化的経路そ

れぞれを特異的に活性化する事が知られている。このような細かな活性調節が必要な

ためか G6PD は複数の機構によりタンパク質発現量の変化を介さない、所謂翻訳後修

飾・活性調節を受ける事が明らかになりつつある（Fig. 4-10）。G6PD はダイマーで活

性を持つ酵素であるが、癌抑制遺伝子として知られる p53 は G6PD と直接結合する事

でダイマー形成を阻止し活性を抑制する [105,106]。また、G6PD のダイマー形成はそ

の 403 番目のリシンのアセチル化により抑制される。このため、このアセチル化反応

を担う KAT9 は G6PD のサプレッサーとして働き、脱アセチル化を担う SIRT2 はア

クチベーターとして機能する [107]。加えて、熱ショックタンパク質 HSP27 は SIRT2

と G6PD の結合性を増強する事で G6PD の活性化を担う事が明らかになった [108]。

アセチル化に加えて、G6PD に対する O-結合型 β-N-アセチルグルコサミン付加（O-

GlcNAc 化）は G6PD を活性化する事も判明した [109]。このように、G6PD は複数の

機構で活性の調節を受ける酵素であり、実際にいくつかの癌細胞ではこれらの機序の

活性化/抑制を介し、PP 経路の高活性を維持する事が知られている [96]。今回の試験

系で確認された抵抗性群での高 PP 経路活性もこれらの経路の変化により生じている

可能性があり、更なるメカニズム解明のためには抵抗性群に於けるこれらの要素につ

いても検討する必要がある。 

本研究から、東京にて高頻度で確認される Leu76Pro 変異 VKOR を持つ抵抗性群の

クローズドコロニーでは高 NADPH 産生活性と P450 によるワルファリン代謝活性を

併せ持つ事が明らかとなった。本研究はクローズドコロニーを用いての実験的な証明

に注視したが、本表現型の野生抵抗性個体群での保有状況についてはフィールド調査

により明らかにする必要がある。また、哺乳類では G6PD の遺伝子は X 染色体上に

コードされている。本研究では雄に着目し抵抗性群と感受性群の比較を行ったが、本

表現型について雌でも解析を行う事が求められる。今後の展望として、本研究で得た
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知見の新規殺鼠剤開発への応用が期待される。石塚らは東京の抵抗性ラットに対して、

P450 阻害剤である SKF-525A とワルファリンの共摂取が致死効果を示す事を示した 

[32]。本知見は代謝の阻害は一定程度ワルファリンの毒性を増強できる事を示してい

る。また、癌で高 PP 経路活性が確認されている事から G6PD の阻害は抗癌剤のター

ゲットとして注目を集めつつある。G6PD の阻害剤であるデヒドロエピアンドロステ

ロンは癌細胞の成長性を低下させると報告されている他、2-デオキシ-D-グルコース

や 6-アミノニコチンアミド等も G6PD の阻害を通してグリオーマや扁平上皮癌細胞

の放射線感受性を増加させる事が確認されている [110–112]。以上から、G6PD の阻

害や P450、CPR の阻害と既存の殺鼠剤を組み合わせる事で抵抗性齧歯類にも有効な

殺鼠剤となる事が期待される。 

 

小括 

本研究により、抵抗性群では肝 S9 画分中の PP 経路を介した高い NADPH 産生活

性を有している事が判明した。そして、生体で確認された高ワルファリン代謝能はシ

トクロムP450自体の要因よりも高NADPH産生能依存性に得ている事が示唆された。

一方、肝臓中での NADPH 産生を担う主要な酵素である G6PD、6PGD の遺伝子配列・

タンパク質発現量には変化はなく、高 NADPH 産生能の原因は G6PD の翻訳後修飾の

変化である可能性が考えられる。今後、更なる詳細なメカニズムの解析と PP 経路、

P450 に着目した新規殺鼠剤の開発が期待される。  
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Fig. 4-1：シトクロム P450 の酸素添加反応機構、Coon/2002 年より改変 [113]。P450 の

反応機構として 1971 年に Estabrook らにより P450 の活性中心であるヘム鉄の酸化還

元状態に着目した cyclic reaction mechanism が提唱された [89]。(1) 酸化型 P450 に基

質（RH）が結合 (2) P450 の活性中心であるヘム鉄が 1 電子導入により還元 (3) ヘム

鉄に酸素が結合 (4) 2 つ目の電子導入で酸素が活性化 (5) プロトンの導入により酸

素分子が開裂 (6) 基質への酸素添加反応が起こる。(7)水酸化された基質（ROH）が

脱離し元の酸化型 P450 へ戻る。 
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Fig. 4-2：NADPH からの P450 への電子伝達経路、Coon/2002 年より改変 [113]。酸化

型シトクロムP450はその酸素添加反応を行う際に、シトクロムP450還元酵素（CPR）

からニコチンアミドアデニンジヌクレオチドリン酸（NADPH）を電子供与源とした

還元反応を受ける。この反応により NADPH は酸化型（NADP+）へ変換される。 
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Fig. 4-3：ペントースリン酸経路の酸化的経路。1 分子のグルコース 6 リン酸を起点と

して 2 分子の NADPH が産生される。NADPH 産生はグルコース 6 リン酸脱水素酵素

（G6PD）とホスホグルコン酸デヒドロゲナーゼ（6PGD）という 2 つの酵素により担

われる。酸化的経路の最終生成物であるリブロース 5 リン酸から下流は 3~7 炭糖の

相互変換（可逆反応）を行う非酸化的経路に移行する。  
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Table 4-1：ラット G6pd シークエンス解析プライマー配列 

rat_G6PD_F1 AAAGCACACGCCCTCTTGCG 

rat_G6PD_R1700 GATGCAGAAAGGGTGGCCAGAAG 

rat_G6PD_422F GCCCGTAACTCCTATGTAGC 

rat_G6PD_901F CCACCTCCTGCAGATGTTGTG 

rat_G6PD_1681R GGCCAGAAGAGGCAGAGTGCAGATG 

rat_G6PD_20F GTTAAATGGGCCAACGAAGCTTAG 

本研究で用いた抵抗性群、感受性群クマネズミのグルコース 6 リン酸脱水素酵素

（G6pd）のコーディング領域（CDS）を解読する際に用いたプライマーセット。CDS

全長のポリメラーゼ連鎖反応（PCR）を mRNA から逆転写した相補的 DNA（cDNA）

を鋳型とし、rat_G6PD_F1 と rat_G6PD_R1700 の 2 つのプライマーを用いて行った後

に、CDS 全長を各プライマーで解読した。 
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Fig. 4-4：ワルファリン代謝活性のミカエリス・メンテンプロット（ミクロソーム）。

ミクロソーム画分を用い測定したワルファリン水酸化代謝活性をミカエリス・メンテ

ン式に非線形回帰した。各プロットは平均 ± 標準誤差（SEM）で示した（n = 4）。本

回帰曲線で取得した酵素速度論的パラメーターは Table 4-2 に示した。〇：感受性群

（S-rats）、▲：抵抗性群（R-rats）。  
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Fig. 4-5：ワルファリン代謝活性のミカエリス・メンテンプロット（S9）。S9 画分に

NADP+を添加する事で、内因性の NADPH 産生能に依存したワルファリン水酸化代謝

活性を測定した。各ワルファリン代謝活性はミカエリス・メンテン式に非線形回帰し

酵素速度論的パラメーターを算出した（Table 4-3）。各プロットは平均 ± 標準誤差

（SEM）で示した（n = 4）。〇：感受性群（S-rats）、▲：抵抗性群（R-rats）。  
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Table 4-2：ワルファリン代謝活性の酵素速度論的パラメーター（ミクロソーム） 

4’-OH R-rats S-rats 

Vmax (pmol/mg protein /min) 66.5±9.5* 56.7±7.7 

Km (μM) 199.8±28.4 270.6±44.6 

Vmax/Km 0.33±0.05* 0.25±0.06 

6-OH   

Vmax (pmol/mg protein /min) 2.63±0.45* 2.29±0.37 

Km (μM) 96.6±18.9 140.9±116.9 

Vmax/Km 0.034±0.011* 0.058±0.019 

7-OH   

Vmax (pmol/mg protein /min) 19.5±3.8 10.9±1.6 

Km (μM) 136.0±23.2 219.0±58.4 

Vmax/Km 0.180±0.05* 0.068±0.018 

8-OH   

Vmax (pmol/mg protein /min) 6.33±1.11* 4.78±1.00 

Km (μM) 11.0±1.8* 10.8±1.4 

Vmax/Km 0.60±0.14* 0.45±0.10 

10-OH   

Vmax (pmol/mg protein /min) 50.1±12.0* 46.7±9.2 

Km (μM) 320.1±33.1 310.3±41.6 

Vmax/Km 0.15±0.04 0.16±0.04 

ミクロソーム画分を用いた際のワルファリン水酸化代謝活性の酵素速度論的パラメ

ーターを示している。R-rats：抵抗性群、S-rats：感受性群。Vmax：最大反応速度、Km：

反応速度が Vmax/2 になる際の基質（ワルファリン）濃度、Vmax/Km：酵素効率。各値は

平均 ± 標準誤差（SEM）で示し、* は二群間で有意差がある事を示す (Student’s t-

test, p < 0.05)。 
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Table 4-3 ワルファリン代謝活性の酵素速度論的パラメーター（S9） 

4’-OH R-rats S-rats 

Vmax (pmol/mg protein /min) 16.96±0.42* 8.56±0.23 

Km (μM) 115±31 218±55 

Vmax/Km 0.166±0.036* 0.046±0.014 

6-OH     

Vmax (pmol/mg protein /min) 3.27±0.25* 1.48±0.24 

Km (μM) 78.5±14.2 147±45 

Vmax/Km 0.047±0.013* 0.011±0.002 

7-OH     

Vmax (pmol/mg protein /min) 1.16±0.21* 0.59±0.04 

Km (μM) 28.4±2.71 123±75 

Vmax/Km 0.042±0.001* 0.013±0.002 

8-OH     

Vmax (pmol/mg protein /min) 1.68±0.35* 0.609±0.09 

Km (μM) 5.35±2.22 9.66±3.26 

Vmax/Km 0.382±0.105* 0.078±0.029 

10-OH     

Vmax (pmol/mg protein /min) 5.73±1.85 3.04±0.32 

Km (μM) 353.±50.3 348±68.1 

Vmax/Km 0.016±0.004 0.009±0.002 

S9 画分を用いた際のワルファリン水酸化代謝活性の酵素速度論的パラメーターを示

している。R-rats：抵抗性群、S-rats：感受性群。Vmax：最大反応速度、Km：反応速度

が Vmax/2 になる際の基質（ワルファリン）濃度、Vmax/Km：酵素効率。各値は平均 ± 

標準誤差（SEM）で示し、* は二群間で有意差がある事を示す (n = 4, Student’s t-test, 

p < 0.05)。 
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Fig. 4-6：シトクロム P450 還元酵素（CPR）活性。CPR 依存性のシトクロム c 還元速

度を測定した。R-rats：抵抗性群、S-rats：感受性群。A）ミクロソーム画分に反応開

始液として NADPH と G6PD を添加した。B）S9 画分に NADP+を添加した。各値は

平均 ± 標準誤差（SEM）で示し、* は二群間で有意差がある事を示す (n = 4, Student’s 

t-test, p < 0.05)。  



92 

 

Fig. 4-7：ペントースリン酸（PP）経路による NADPH 産生活性。PP 経路に含まれる

NADPH 産生酵素であるグルコース 6 リン酸脱水素酵素（G6PD）及びホスホグルコ

ン酸デヒドロゲナーゼ（6PGD）による NADPH 産生速度を S9 画分を用いた in vitro

試験で測定した。R-rats：抵抗性群、S-rats：感受性群。各値は平均 ± 標準誤差（SEM）

で示し、* は二群間で有意差がある事を示す (n = 4, Student’s t-test, p < 0.05)。 
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Fig. 4-8：NADPH 産生酵素のイムノブロッティング。肝 S9 画分を使用したウエスタ

ンブロット法によりペントースリン酸経路中で NADPH 産生を担う酵素、グルコース

6 リン酸脱水素酵素（G6PD）とホスホグルコン酸デヒドロゲナーゼ（6PGD）のタン

パク質発現量を半定量した。ローディングコントロールとしてβ-actin を用いた。R-

rats：抵抗性群、S-rats：感受性群。縦軸はβ-actin による補正値。各値は平均 ± 標準

誤差（SEM）で示し、* は二群間で有意差がある事を示す (n = 4, Student’s t-test, p < 

0.05)。  
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Fig. 4-9：各測定法に於ける水酸化ワルファリン代謝能の比較。In vitro 試験の酵素効

率（Vmax/Km）と第 3 章で実施した in situ 肝灌流試験の AUC について、抵抗性群（R-

rats）と感受性群（S-rats）のワルファリン水酸化代謝活性の平均値の比として示して

いる。 
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Fig. 4-10：グルコース 6 リン酸脱水素酵素（G6PD）の翻訳後活性調節機構。G6PD は

ペントースリン酸経路の律速酵素であり NADPH 産生を担う。G6PD は酸化ストレス

等 NADPH 要求量の変化に対して種々の機序で活性調節を受ける。p53 は G6PD の活

性を直接抑制する。また、G6PD は 403 番目のリシンがアセチル（Acetyl）化される

事で活性化型のダイマーを形成できなくなる。NAD 依存性脱アセチル化酵素サーチ

ュイン 2（Sirt2）は脱アセチル化により G6PD の活性を上昇させる。Sirt2 活性は熱シ

ョックタンパク質 27（Hsp27）で向上する。G6PD のアセチル化はエロンゲーターコ

ンプレックスタンパク質 3（Elp3、または KAT9）により担われる。また、G6PD は O-

結合型 β-N-アセチルグルコサミン付加（O-GlcNAc 化）を受ける事で活性化する。
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― 第五章 ―  

結語 

 

総括 

 本研究では東京で捕獲された殺鼠剤抵抗性クマネズミのクローズドコロニーを用

いた各試験系により、代表的な抗血液凝固系殺鼠剤であるワルファリンへの応答を多

角的に解析した。 

第二章では東京の抵抗性ラットで多数確認されている変異パターンである

Leu76Pro 変異が殺鼠剤標的分子ビタミン K エポキシド還元酵素（VKOR）の VKO 還

元活性やワルファリン感受性に与える影響を in vitro 酵素速度論的手法や in silico で

の結合性シミュレーションで解析した。その結果、Leu76Pro 変異は結合ポケットから

離れた ER ループ構造上にあるにも拘らず、ワルファリンに対し顕著な抵抗性を生じ

させる他、VKOR の VKO 還元活性も低下させる事が判明した。また、そのメカニズ

ムとして本変異がワルファリンへの最も強力な結合サイトとされる ER ループ上の

Phe55 とワルファリンとの親和性の低下、ER ループ部位の可動性の低下させている

可能性が示唆された。 

第三章では本抵抗性群がワルファリンを摂取した際の応答を in vivo の薬物動態学/

薬力学的に解析した。また、in situ 肝灌流試験を行う事で生理的に近い環境での肝代

謝能を測定した。薬力学的解析では本抵抗性群ではワルファリンの 10 mg/kg 単回投

与では血液凝固時間が延長せず抵抗性を有している事を示した。また、薬物動態学的

解析では抵抗性群では排泄能（クリアランス）が高くワルファリンを迅速に排泄して

いる事が判明した。また、ワルファリンの代謝産物である水酸化ワルファリンの動態

は、抵抗性群では最高濃度到達時間が有意に早いという特徴を示し、高排泄能の原因

がワルファリンの高代謝能である事を示唆する結果が得られた。そこで、肝代謝能を

精査するために in situ 肝灌流試験を実施した所、実際に抵抗性群は有意に高い水酸化

ワルファリンの生成を示し、ワルファリンの高い肝代謝能を有している事が明らかと

なった。 

第四章ではワルファリンの水酸化反応を担う薬物代謝酵素シトクロム P450 と、そ

の活性に必要な電子伝達系を精査し高代謝能の原因を探索した。興味深い事に、本抵

抗性群の肝臓から抽出したミクロソーム画分を用いた P450 の酵素速度論的解析では、

5 つある水酸化体のうち、軽度な活性上昇を示す物と感受性群と同等か低い活性を示

す物とに分かれ、第 3 章の in situ 試験と一致しない結果となった。そこで、本 in vitro

試験系で再現できない生体内の要素として、P450 の反応に不可欠な NADPH を介し
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た電子伝達反応に着目した。S9 画分を用いた内因性の NADPH 産生能依存性の P450

ワルファリン代謝活性試験を行った所、抵抗性群は全ての水酸化体で感受性群より有

意に高い代謝能を示し、高代謝能の原因が代謝を直接担う P450 自体の変異ではなく、

その上流の NADPH 産生能の活性化である事が示唆された。そこで、肝臓中での

NADPH 産生を担う主要な経路であるペントースリン酸経路を解析した所、NADPH

産生を担う G6PD、6PGD といった酵素の遺伝子配列・タンパク質発現量には変化は

なかったものの、抵抗性群はこれらによる高い NADPH 産生能を示した。 

以上から、本抵抗性群を用いた解析により、抵抗性の原因として従来から提唱され

てきた VKOR の変異に加えて、NADPH 産生の向上とそれに伴う P450 による殺鼠剤

代謝能の賦活化という新しい抵抗性獲得機序が明らかとなった。今後は高 NADPH 産

生能の同定等更なる詳細なメカニズムの解析と、ペントースリン酸経路や P450 に着

目した新規殺鼠剤の開発が期待される。 

 

今後の展望 

新規殺鼠剤の開発 

殺鼠剤の世界市場は 2020 年に 10 億ドルを超えると言われており今後も相当数の

需要があると見込まれる [114]。一方、抵抗性齧歯類は全世界で報告されており、こ

れらへの対策は不可欠であると言える。また、現在抵抗性齧歯類へ一定の効果を示し

ている第二世代殺鼠剤の使用で欧米では希少性の高い猛禽類での死亡事例が絶えず、

8000 例近い事例が報告されている [18]。これら猛禽類は個体数が少ない事から殺鼠

剤の散布に由る中毒死は散布地域の個体群の崩壊に至る危険性もある。これに対し抵

抗性齧歯類に有効かつ二次被害を低減した特異性の高い殺鼠剤が望まれている。 

しかしながら、新規殺鼠剤の開発に際し、駆除対象が齧歯類である事が此れを困難

としている。齧歯類に対して有害な物質は哺乳類、或いは鳥類等にも有害である、つ

まり、殺鼠剤≒殺哺乳類剤であるため、抗血液凝固系殺鼠剤の代替として、異なる作

用機序で齧歯類特異的に致死性が高い化合物を発見する事は非常に困難である。この

ため、比較的齧歯類への特異性が高い既存の抗血液凝固系殺鼠剤を改良した新規殺鼠

剤の開発が現実的には求められる。 

二次被害を低減した殺鼠剤の案として、第二世代殺鼠剤の立体異性体が現在注目を

集めている。第二世代殺鼠剤の立体異性体はそれぞれで薬効に大きな差はないが排泄

が速いものが含まれているという特徴がある [115–118]。第一世代殺鼠剤と比較した

第二世代殺鼠剤の致死性の高さの原因として、100 日超の顕著な血中半減期の長さが

挙げられる。このため、排泄の早い立体異性体を精製し蓄積性を軽減した殺鼠剤は抵

抗性齧歯類特異的な殺鼠剤として有望であると考えられている。また、本研究で用い
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た第一世代殺鼠剤であるワルファリンにも S-ワルファリンと R-ワルファリンの 2 つ

の立体異性体が存在するが S-ワルファリンの方が強い薬効を示す上、体外への排泄

が速い事が知られている [78]。 

これに対し、本研究の応用案として第一世代殺鼠剤と代謝の阻害剤の混合剤も有効

になると考えられる。第一世代殺鼠剤は単回摂取で致死効果を示す第二世代殺鼠剤と

異なり、致死効果を示すには一週間程度の反復摂取が必要である。この毒性の弱さは

抵抗性群へ効きにくいという欠点もあるが、齧歯類に警戒心を起こさせにくく高い喫

食率を得られるという面、或いは標的外生物での単回の誤食による致死率が低いとい

う面でプラスにも働き得る。本研究の知見を基に P450 や NADPH 産生といった要素

の阻害により致死性を高める事ができると考えられる。また、複数の阻害標的を設け

る事で、各阻害剤濃度を下げ、それぞれ単独での毒性発現の可能性も下げる事ができ

ると期待される。 

 

NADPH が与える他の臓器や他の経路への影響 

本研究で用いた抵抗性群は高 NADPH 産生能を有し P450 による高殺鼠剤解毒代謝

能に寄与する事が示唆された。一方、NADPH は P450 の電子供与体としての働き以

外にも、コレステロールや脂肪酸・ステロイドの合成、酸化ストレスの主要な解毒パ

スウェイであるグルタチオンのコファクターと生体内で様々な役割を有する 。本抵

抗性群に於いて、高 NADPH 産生能が上記の生理的な機能に対してどのような影響を

与えているかは検討に値する。 

特に、本抵抗性群は東京都新宿という大都市に生息していた個体群のため、種々の

環境汚染物質により高頻度で酸化ストレスを受けていた事が予想される [119,120]。

ペントースリン酸経路による NADPH 産生は酸化ストレス応答に応じて活性が上昇

する、或いは癌細胞中での高活性も酸化ストレス応答のためという報告もある。本抵

抗性群の高 NADPH 産生能は殺鼠剤という淘汰圧への応答の他、このような都市部で

生息する際に酸化ストレス応答という面でも生存に有利に働いている可能性もある。 

また、ペントースリン酸経路は今回解析した肝臓の他、脂肪組織、副腎皮質、甲状

腺、赤血球、睾丸、乳腺といった臓器でも活性が高く、今回の表現型が肝臓特異的な

のか、他臓器でも維持されているのかも調査すると生体内での役割の理解の一助にな

ると考えられる。 

 

VKOR 変異と高 NADPH 産生の関係性 

本抵抗性群は VKOR の変異による殺鼠剤の低結合能、それに付随する低 VKOR 活

性と、高 NADPH 産生による P450 の高殺鼠剤代謝能という 2 つの機序を併せ持つ事
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が判明した。従来、VKOR 変異と P450 による解毒代謝はそれぞれが独立したものと

して考えられてきたが、NADPH という要素により、これらが相互作用している可能

性が浮上した。 

VKORはビタミン K サイクル中でビタミン Kエポキシドからビタミン Kキノンへ

の変換を担い、ビタミン K キノンから活性化型のハイドロキノン体への変換能は比

較的低い事が知られている。そして、このキノン体からハイドロキノン体への変換は

未同定の NADPH 要求性の酵素が担う事を複数の研究が支持している。本酵素がエポ

キシド体→キノン体への反応も触媒するかは不透明であるが、VKOR がエポキシド

体→キノン体の変換に加え、試験管内では弱いながらハイドロキノンまでの触媒能も

示す事を鑑みるとその可能性は否定できない。つまり、本抵抗性群は低 VKOR 活性

を示す変異を有するために NADPH 依存性のビタミン K 還元経路が活性化し、それ

に伴う NADPH 要求量に応えるために NADPH 産生能が増加し、副次的に P450 の高

代謝能も獲得した、という可能性がある。実際に、第三章で実施した in vivo の薬力学

的解析ではワルファリン薬効発現前の平常時の PT値は抵抗性群と感受性群で有意差

がなく、活性が低い VKOR 変異を有しながら血液凝固因子産生能は正常である事が

判明している。 

世界で見られる Thr139Phe 変異を有する抵抗性ラットでは食餌中のビタミン K 要

求量が増加したという報告がある等、変異に伴う VKOR 低活性を示唆する知見は他

の変異パターンでも報告されている [121]。また、VKOR のノックアウトマウスは胚

性致死を示す事から、本 VKOR 活性は食餌由来或いは体内での他の還元酵素により

代償する必要がある。NADPH 高産生能の原因がビタミン K サイクルに起因するとす

れば、本表現型は世界各地の抵抗性ラットでも同様に存在する可能性もあり、国内外

の抵抗性ラットにおけるこれらの要素の解析も望まれる。 

一方、ペントースリン酸経路の律速酵素である G6PD の活性制御機構は複数のタン

パク質が関与し、G6PD 自体もアセチル化や O-結合型 β-N-アセチルグルコサミン付

加と複数の翻訳後修飾を受ける等、多様かつ、その全てが解明されたとは言えない。

上記の通りビタミンKサイクルもVKORの生理的レドックスパートナーは不明の上、

そもそもハイドロキノン還元酵素は未同定である。このように、ペントースリン酸経

路やビタミン K サイクルは古典的な生化学的経路にも拘わらずその全貌の解明には

至っていない。これに対し、殺鼠剤抵抗性齧歯類が有する低 VKOR 活性や高 NADPH

産生能といった表現型のメカニズムをより詳細に解析する事で、これらの因子の同定

に繋がる事も期待される。つまり、殺鼠剤抵抗性というフィールドレベルの現象の研

究を通して、普遍的な生命現象の更なる理解を得られるという点で今後も殺鼠剤抵抗

性齧歯類の研究が発展する事が期待される。  
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Abstract 

Chapter I - Introduction - 

Anti-blood coagulation rodenticides, such as warfarin, have been used since the 1940s. 

They inhibit vitamin K epoxide reductase (VKOR), which is necessary for producing several 

blood clotting factors. This inhibition by rodenticides results in lethal hemorrhage in rodents. 

However, heavy usage of these agents has led to the appearance of rodenticide-resistant rats all 

over the world. Thus, it is necessary for development of novel rodenticide to reveal mechanism 

of the resistance. I investigated the mechanism with a closed colony of warfarin-resistant black 

rats (Rattus rattus) from Tokyo. 

 

Chapter II - Target enzyme: VKOR - 

Mutations of the VKOR enzyme can lead to resistance to those compounds. Most of 

these mutations lie in the vicinity of potential warfarin-binding sites within the ER-luminal 

loop structure (Lys30, Phe55) and the transmembrane helix (Tyr138) of VKOR. However, a 

VKOR mutation found in Tokyo in warfarin-resistant rats does not follow that pattern 

(Leu76Pro), and its effect on VKOR function and structure remains unclear. Thus, I conducted 

both in vitro kinetic analyses and in silico docking studies to characterize the VKOR mutant.  

On the one hand, resistant rats (R-rats) showed a 37.5-fold increased IC50 value to 

warfarin when compared to susceptible rats (S-rats); on the other hand, R-rats showed a 16.5-

fold lower basal VKOR activity (Vmax/Km). Docking calculations exhibited that the mutated 

VKOR of R-rats has a decreased affinity for warfarin. Molecular dynamics simulations further 

revealed that VKOR-associated warfarin was more exposed to solvents in R-rats and key 

interactions between Phe55, Lys30, and warfarin were less favored. This study concludes that 

a single mutation of VKOR at position 76 leads to a significant resistance to warfarin by 

modifying the types and numbers of intermolecular interactions between the two. 

 

Chapter III - Assessment of ADME - 

Absorption, distribution, metabolism, and excretion (ADME) is known to have a 

significant effect on diversity of drug effect. Herein, pharmacokinetics and pharmacodynamics 

of warfarin in those rats were investigated. Prothrombin time of R-rats did not change markedly 

and there was no significant difference compared to the value at 0 h. R-rats had low levels of 

warfarin in serum and significantly higher clearance activity. Warfarin is metabolized to 

hydroxywarfarin by cytochrome P450 (P450). They can rapidly metabolize warfarin by 

hydroxylation shown as significantly earlier Tmax of hydroxywarfarin. The levels of 

accumulation in the organs of R-rats were lower than those of S-rats. 

To investigate warfarin metabolism in R-rats, in situ liver perfusion of warfarin was 

performed with those rats. Liver perfusion is an in situ methodology that can reveal hepatic 
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function specifically with natural composition of the liver. R-rats showed significantly higher 

amount of all of five metabolites (hydroxywarfarin) than those of S-rats. The results indicated 

R-rats showed higher hepatic warfarin hydroxylation which can lead to enhanced excretion of 

warfarin in in vivo. 

 

Chapter IV - Investigation of the mechanism of enhanced metabolism - 

In this chapter, I investigated a possible mechanism of enhanced hepatic warfarin 

hydroxylation activity. In vitro warfarin metabolism assay was performed to investigate kinetic 

parameters of cytochrome P450. I prepared two fractions from their liver. One is microsomes 

containing P450, the other is S9 fraction, including P450 and natural nicotinamide adenine 

dinucleotide phosphate (NADPH) secretion ability. NADPH plays a role in electron donation 

to P450. In the assay, NADPH was added to microsomes, while NADP+ was added to S9. The 

Vmax of microsomes of R-rats showed modest difference, however, that of S9 of R-rats was 

significantly higher than that of S-rats. These results indicated the enhanced metabolism 

shouldn’t be due to P450 but NADPH production ability.  

I measured NADPH production activity by pentose phosphate pathway; the major 

source of NADPH. R-rats showed enhanced NADPH production. There were no significant 

differences in amino acid sequence and expression level of glucose 6 phosphate dehydrogenase 

(G6PD) playing role in NADPH production in pentose phosphate pathway. G6PD is known to 

have post-transcriptional regulation. These results suggested the mechanism of higher NADPH 

production may lie in post-transcriptional regulation of G6PD. 

 

Chapter V - Conclusion - 

 In this study, I revealed warfarin-resistant black rats from Tokyo had VKOR mutation 

and enhanced hepatic warfarin metabolism due to high NADPH production activity. Notably, 

this is the first report that shows enhanced NADPH production activity can contribute to 

rodenticide-resistance. These results have some potential to contribute to further understanding 

of rodenticide-resistant rodents and to the development of novel rodenticide. 
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子さん、真砂皓大君、山村快哉君とは本当に長い時間共に実験をしてきました。本研

究も皆の協力無しでは成し遂げられませんでした。また、招聘教員として当研究室に

滞在していただきました Dr. Wageh Sobhy Darwish、Dr. M. Ramiro Pastorinho、Dr. Ana 

Catarina Sousa、Dr. Aksorn Saengtienchai、当研究室博士研究員の Dr. Yared Beyene 

Yohannes からは本研究に対しそれぞれの御専門に即した幅広い観点からのご指導を

賜りました。日本での博士課程に在籍しながら多国籍な教員から指導を受ける事が出

来たのは大変有意義な経験でした。此処には書ききれませんが、本当に皆様に支えら

れて博士課程を過ごす事が出来ました。深く感謝申し上げます。 

獣医学部時代と博士課程を通して私を支えてくれた父 融、母 寿美代、祖父 伊藤

安治、祖母 伊藤エミ子、そして、相良瑠美様に心より御礼申し上げます。 

また、本研究は日本学術振興会特別研究員 DC1、北海道大学大学院獣医学研究院リ

ーディングプログラム科学研究費、愛媛大学沿岸環境科学研究センター共同利用・共

同研究拠点「化学汚染・沿岸環境研究拠点」の助成を受け実施致しました。この場を

借りて篤く御礼申し上げます。 

最後に、本研究は実験に供された動物達の尊い命無しには成立し得ませんでした。

本研究の遂行にあたり犠牲になった動物達に感謝すると共に、心からご冥福をお祈り

申し上げます。 


