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研究成果の概要（和文）：現在、殺鼠剤による猛禽類への二次被害が頻発している。このため、殺鼠剤抵抗性ラ
ットに有効かつ安全な駆除方策は存在しない。これは抵抗獲得機序に対する研究の不足と野生動物における感受
性評価法の欠如が原因である。本研究では、殺鼠剤抵抗性の獲得の原因を明らかにし、殺鼠剤の開発や非対象生
物種への保全に資するデータを得ることを目的とした。本研究により、野生齧歯類の殺鼠剤への抵抗性の原因と
して、ビタミンKエポキシド還元酵素の結合ポケット内外の変異が抵抗性獲得に寄与する事を実証した他、NADPH
産生の向上とそれに伴うシトクロムP450による殺鼠剤代謝能の活性化という新しい抵抗性獲得機序が明らかとな
った。

研究成果の概要（英文）：Currently, secondary damage to birds of prey from rodenticides is frequently
 occurring. Therefore, no effective and safe control measures exist for rodenticide-resistant rats. 
This is due to the lack of research on resistance acquisition mechanisms and the lack of methods for
 assessing susceptibility in wildlife. The purpose of this study was to elucidate the causes of the 
acquisition of rodenticide resistance and to obtain data that will contribute to the development of 
rodenticides and their conservation to non-target species. This study demonstrated that mutations in
 the binding pocket and within the binding pocket of vitamin K epoxide reductase contribute to the 
acquisition of resistance in wild rodents as a cause of rodenticide resistance, and revealed a new 
mechanism of resistance acquisition through enhanced NADPH production and subsequent activation of 
rodenticide metabolism by cytochrome P450.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
国内で発生している野生齧歯類の殺鼠剤抵抗性の原因について、ビタミンKエポキシド還元酵素（VKOR)と殺鼠剤
との親和性の低下のほか、電子伝達系の変化によるシトクロムP450の活性上昇という新しいメカニズムを提唱し
た。現在、世界中で殺鼠剤の非対象生物への毒性が問題となっているが、本研究は新規殺鼠剤の新規開発にも資
するものであり、また、非対象生物のリスクアセスメントのクライテリアにも貢献することができる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
野生齧歯類は 35 種以上の人獣共通感染症を媒介する。これには現在マダガスカルで流行し 100
人以上が死亡したペスト等の重篤な感染症も含まれる。また、野生ラットは繁殖力の強さから離
島へ生息域を広げ外来動物として生態系を攪乱する事もある。これらは絶滅危惧種の植物や鳥
類の卵を食害し生息数を激減させる。イギリス領ゴフ島でのズキンミズナギドリや小笠原諸島
のシマホゾキラン等国内・外で希少種の被害が報告されている。このように野生ラットは人・生
態系に対し有害動物となり得るため、その駆除は不可欠である。 
 
野生齧歯類の駆除方策としてトラップなど物理的方策は、強い繁殖力に対し効果が薄く、撲滅す
ることはできない。天敵導入などバイオロジカルな手法は更なる生態系攪乱を生じるため禁忌
である。そこで安価で高い効果を持つ殺鼠剤が用いられる。殺鼠剤としてワルファリンなど抗凝
血系化学物質が比較的安全性が高いため広く利用された。一方、度重なる使用により抵抗性を持
つ個体群が世界各地に出現している。その対策に欧米では致死性の高い第二世代抗凝血系殺鼠
剤が用いられている。しかしながら、第二世代抗凝血系殺鼠剤は毒性が強く駆除対象外生物の二
次被害が絶えない。ノスリやワシミミズクなど希少な猛禽類での被害が特に多く、Nature News
で“Killing rats is killing birds”と報告されるなど深刻な問題である。 
 
２．研究の目的 
そこで当該研究は、齧歯類における抵抗性獲得機序の解明とそれに応じた新規殺鼠剤の開発の
ための基盤データ、殺鼠剤抵抗性ラットや鳥類種における殺鼠剤感受性評価を行う in silico モ
デリング手法の構築を目指す。 
 
３．研究の方法 
殺鼠剤など化学物質の感受性を構成する要素として以下の二点が挙げられる。 
 
 標的分子の遺伝子変異： 

標的分子の種差・遺伝子変異が化学物質の感受性に影響する。殺鼠剤は血液凝固因子産生に
必要な酵素ビタミン K エポキシド還元酵素(VKOR)を阻害し出血多量を起こし致死させる。
VKOR の遺伝子変異・配列の種差により殺鼠剤の VKOR への結合性が変化する。 
 

 薬物体内動態の各要素＝ADME(Absorption, Distribution, Metabolism, Excretion)の影響： 
生体内で化学物質が作用する際、吸収・分布により標的分子へ到達、またその後代謝・排泄
を受ける。これら ADME は生体
での化学物質感受性に影響を与
える。特に解毒・排泄を担う「代
謝」はその影響の中核を為す。ま
た薬物代謝酵素シトクロム
P450(CYPs)には幅広い種差が
あることも知られ、化学物質に対
する種差の主要因である。  

 
そこで、上記 2 点について、in vitro、
in silico 解析により、明らかにする。
殺鼠剤感受性固体と抵抗性固体をそ
れぞれ飼育繁殖させ、継代してクロ
ーズドコロニーを形成させた。感受
性個体、抵抗性個体について、肝灌流
試験により in vivo に近い形で殺鼠
剤の代謝の kinetics を分析した。ま
た、肝臓を採集し、ミクロソーム画分
および 9000ｇ上清（S9 画分）を調製
した。基質とおよび殺鼠剤と酵素の
親和性については、in silico での結
合性シミュレーションおよびドッキ
ングシミュレーションにより解析し
た。 
 
４．研究成果 
ワルファリンはビタミン K エポキシ
ド還元酵素（VKOR）を阻害し、ビタミ
ン K 依存性の血液凝固因子を枯渇さ
せ出血毒性を示す。従来、世界各地の
抵抗性齧歯類ではVKORの結合ポケッ



ト内にアミノ酸変異が生じると抵抗性が生じる事が示唆されている。一方、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 変異は結合ポケットや活性残基から離れた
位置にあり、どのように抵抗性に寄与するかは不明であった。そこで、国内のクマネズミで認め
られている本変異が 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。肝臓の酵素画分を用いた
代謝活性測定において、ワルファリンに対する 50%阻害濃度を比較すると Leu76Pro 変異を有す
る抵抗性群の VKOR では、感受性群（野生型）に比べ有意に高い値を示すことがわかった。そこ
で、Leu76Pro 変異 VKOR の立体構造とワルファリン/VKO の結合性をドッキングシミュレーショ
ンで評価したところ、抵抗性群はワルファリンとの結合性が低下していたが VKO とは感受性群
と同等の結合性を示した。 
 
ワルファリンは主に肝臓中で薬物代謝酵素シトクロム P450（P450）により水酸化体に代謝され
る。しかし、肝臓のミクロソームや S9 画分を用いた実験では、殺鼠剤抵抗性群と感受性群とで、
半数致死量 LD50 を反映させるような顕著な酵素活性の差は認められなかった。また、ワルファ
リン代謝を担う P450 のタンパク質発現量はウェスタンブロット法で比較すると、感受性群に比
べ 1.2-1.3 倍と軽微な変化に留まった。そこで、肝代謝能を in situ 肝灌流試験により調べた。
グラフに示しているのは、Sが感受性群、Rが抵抗性群における in situ 肝灌流試験のワルファ
リン代謝活性の結果である。実際に抵抗性群は 5 つ全ての水酸化ワルファリンで有意に 5-8 倍
程度高い生成量を示し、ワルファリンに対して高い肝代謝能を有している事が明らかとなった。 
 
In vitro の再構成系の代謝実験では、電子伝達系を NADPH など外部より供与している。一方で、
肝灌流試験では人工的な電子伝達系の供与は行っていない。そこで、P450 の反応に不可欠なニ
コチンアミドアデニンジヌクレオチドリン酸（NADPH）を介した電子伝達反応に着目した。S9 画
分を用いた内因性 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ところ、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。次に、
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、実際に抵
抗性群が有意に高い NADPH 産生活性を示した。 
 
本研究により、図の通り、国内における野生齧歯類の殺鼠剤への抵抗性の原因として、従来から

提唱されてきた VKOR の結
合ポケット内の変異に加
えて、ポケット外の変異が
抵抗性獲得に寄与する事
を実証した他、NADPH 産生
の向上とそれに伴う P450
による殺鼠剤代謝能の活
性化という新しい抵抗性
獲得機序が明らかとなっ
た。特に、酵素そのものの
変化ではなく、電子伝達の
差により感受性が異なる
変異は初めての報告であ
る。 
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