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研究成果の概要（和文）：ヒト由来VKORC1およびラット由来VKORC1について、バキュロウイルス発現系におけるコドン
の最適化を行い、発現系を構築した。続いて発現ウイルスを作成し、力価測定を行った結果、タンパク質を発現させる
のに十分な感染力を持ったウイルスの発現に成功した。
 同時にin silicoの手法を用いてヒト由来, ラット由来, ウシ由来VKORC1に対してホモロジーモデリングを行うことで
それぞれの立体構造を予測し、ヒト由来VKORC1, ラット由来VKORC1に関してはワルファリンとのドッキング計算を行い
、それぞれのVKORC1に対してワルファリンの結合部位および結合様式を予測することが出来た。

研究成果の概要（英文）：To increase the expression of Homo Sapience VKORC1 (HsVKORC1) and Rattus 
Norvegicus VKORC1 (RnVKORC1), we performed the codon optimization and cloned the HsVKORC1 and RnVKORC1 
gene into the expression vector. After co-transfection of insect cells with baculovirus DNA and the 
expression vector, the recombinant baculovirus was amplified to obtain a higher titer stock solution. 
Virus titer was detected virus infections and plaque formation.
While we performed homology modeling of HsVKORC1, RnVKORC1, and Bos taurus VKORC1(BtVKORC1), as their 
three-dimensional (3D) structures had not been reported. Then, we performed molecular docking of Warfarin 
bound to HsVKORC1 and RnVKORC1 in molecular docking studies. As a result, our study revealed the binding 
site and binding mode of Warfarin into HsVKORC1, RnVKORC1, and BtVKORC1 from our docking model.

研究分野：個別化医療

キーワード： 個別化医療　X線結晶構造解析　ワルファリン　VKORC1

  ３版



１．研究開始当初の背景 

ワルファリンは、抗凝血剤あるいは抗凝固剤と

して古くから日本のみならず世界中で広く使用さ

れてきた薬剤の一種であるが、至適投与量に個人

差がある上に治療域が狭いため、専門医を超えて

広く使用される状況にはない。ワルファリンのタ

ーゲットとなる VKORC1 の遺伝子多型はワルフ

ァリン使用量の最重要決定因子であるが、哺乳類

由来 VKORC1 の立体構造が明らかになっていな

いため、分子メカニズムやワルファリンによる阻

害機構は明らかにされていない。本研究では、

VKORC1とワルファリン複合体の立体構造を高分

解能で明らかにし、分子メカニズムやワルファリ

ンによる阻害機構を解明することで、様々な変異

に対して有効なワルファリン類似薬開発の手がか

りを得ることを目指す。 

 

２．研究の目的 

(1)X 線を用いた結晶構造解析を行うためには、大

量の純品タンパク質が必要となる。目的タンパク

質であるヒト由来 VKORC1（HsVKORC1）をバキ

ュロウイルス発現系を用いて発現させ、精製し、

結晶化を行ったが、一度の培養での発現量が少な

いために、数百条件の結晶化スクリーニングを行

うとなると莫大な量の培養が必要となる。そこで、

一度の培養で大量に得られる VKORC1 の発現系

の再構築を行うために、コドンの最適化を行い、

発現系の構築を行った。 

 

(2) 創薬などの観点から、HsVKORC1 の構造を明

らかにするのが理想だが、哺乳類由来の構造が未

知である VKORC1 の構造解析を迅速に行うため

に、ラット由来 VKORC1（RnVKORC1）に関して

も並行して研究を進めた。HsVKORC1と同様にコ

ドンの最適化を行い、発現系の構築を行った。 

 

(3) 本研究の目的は、VKORC1 の変異にも有効な

新規ワルファリン類似薬の開発を目指しており、

それを行うためには立体構造が不可欠である。X

線を用いた構造解析が順調に進まなかった時のた

めに、X 線構造解析と並行して、HsVKORC1, 

RnVKORC1およびウシ由来 VKORC1（BtVKORC1）

の立体構造予測を計算科学の手法を用いて行った。 

 

３．研究の方法 

(1)(2)-① コドンの最適化 

HsVKORC1 および RnVKORC1 に対して、

GeneScript社にコドンの最適化を依頼し、DNAの

合成を行った。 

 

(1)(2)-② 発現系の構築 

構造解析を行うためには大量の VKORC1 が必

要である。そこで、バキュロウイルスを用いた発

現系の構築を行った。最適化した HsVKORC1遺伝

子および RnVKORC1 遺伝子をバキュロウイルス

発現ベクターpBac-1内に組込み、HsVKORC1およ

び RnVKORC1発現ベクターを作成した。 

 

(1)(2)-③ 発現ウイルスの作成 

1×106の Sf9細胞をディッシュに播種した。発現

ベクター, バキュロウイルス DNA, トランスフェ

クション試薬を混合し、ディッシュ中の培地を取

り除き、トランスフェクション混合液を細胞に加

えた後、28℃で 12時間インキュベーション後、細

胞に血清入り培地を加え、さらに 5 日間インキュ

ベーションした。 

 

(3)-① 未だ立体構造が明らかになっていない

HsVKORC1, RnVKORC1,および BtVKORC1 に対

してホモロジーモデリングを行うにあたり、鋳型

を探すため、ホモロジーサーチを行った結果、以

下の結果が得られた。 



 

上記の結果に基づき、タンパク質の柔軟性を考慮

するためにも、複数の構造を基にホモロジーモデ

リングを行う必要があると考え、これら４つの構

造を鋳型として、HsVKORC1, RnVKORC1および

BtVKORC1に対して、プログラムMODELLERを

用いたホモロジーモデリングを行い、立体構造モ

デルを構築した。 

 

(3)-② 得られた立体構造モデルに対するワルフ

ァリンの分子ドッキング計算を行い、結合様式お

よび結合親和性を明らかにした。ドッキング計算

は、ドッキングプログラムMF MyPrestoを用いて

行った。 

 

４．研究成果 

(1)-② 発現ベクター内に HsVKORC1遺伝子が組

み込まれているか確認するためにインサートチェ

ックを行った。ベクターと VKORC1遺伝子の 2本

のバンドが確認できたことから（図 1）、発現系の

構築に成功したことがわかった。 

 

(1)-③ 作成したウイルスの力価を測定した結果

を図 2に記す。下の写真は Sf9細胞にウイルス溶 

 

 

 

 

 

 

図 1 HsVKORC1発現系の構築における、インサ

ートチェックの結果 

 

液を加えないコントロールで、上の写真は、ウイ 

ルス溶液を１/100 に希釈したものを細胞に感染さ

せたものである。コントロールと感染細胞を比較

した所、ウイルス感染細胞には大きいプラークを

確認することができた。また、ニュートラルレッ

ドで染色し、顕微鏡で確認した所、ウイルス感染

により死滅した細胞を確認できたことから、タン

パク質を発現させるのに十分な力価を持ったウイ

ルスを作成することに成功したことがわかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2 ウイルス力価実験の結果 

 

(2)-② 発現ベクター内に RnVKORC1遺伝子が組

み込まれているか確認するためにインサートチェ

ックを行った。ベクターと VKORC1遺伝子の 2本

のバンドが確認できたことから（図 3）、発現系の

構築に成功したことがわかった。 

 

 

 

 

目的タンパ

ク質 

Template 

PDBID 

タンパク名 相同性 

HsVKORC1 4NV6 Synechococcus  22.48 

3KP9 Synechococcus  22.05 

4NV5 Synechococcus  22.40 

4NV2 Synechococcus  22.40 

RnVKORC1 4NV6 Synechococcus  25.38 

3KP9 Synechococcus  26.23 

 4NV5 Synechococcus  25.40 

4NV2 Synechococcus  25.40 

BtVKORC1 4NV6 Synechococcus  19.35 

3KP9 Synechococcus  18.85 

4NV5 Synechococcus  19.01 

4NV2 Synechococcus  19.01 



 

 

 

 

 

 

 

図 3 RnVKORC1

トチェックの結果

 

(2)-③ 作成したウイルスの力価を測定した結果

を図 4に記す。

下のウエルは

コントロールで、
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ス溶液を 1/10
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することができた。また、ニュートラルレッドで

染色し、顕微鏡で確認した所、ウイルス感染によ

り死滅した細胞を確認できたことから、タンパク

質を発現させるのに十分な力価を持ったウイルス

を作成することに成功したことがわかった。
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(3)-① 4つの鋳型モデルを用いて構築した立体構

造モデルを重ね合わせた図を下に記す。
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図 5
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図 6

ルの重ね合わせ（左：正面から見た図、右：上か

ら見た図）

 

 

 

 

 

 

 

 

図 7

ルの重ね合わせ（左：正面から見た図、右：上か

ら見た図）

 

全てほぼ同じ構造をとっており、

ックスがヘリックス束を形成し、束の中央に空洞

が存在していた。また、それぞれの

して、

ることにより、様々なポーズの立体構造を得るこ

5 構築した

の重ね合わせ

ら見た図） 

6 構築した

ルの重ね合わせ（左：正面から見た図、右：上か

ら見た図） 

7 構築した

ルの重ね合わせ（左：正面から見た図、右：上か

ら見た図） 
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とが出来たことから、タンパク質の柔軟性を考慮
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図 8 HsVKORC1

BtVKORC1(
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