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研究成果の概要（和文）：野生齧歯類は様々な感染症を媒介するため駆除する必要がある。駆除には殺鼠剤が用
いられたがこれらに抵抗性を有す個体群が出現し駆除を困難にしている。従来抵抗性群は殺鼠剤の標的分子が変
異し殺鼠剤が結合しにくい形になるのが原因と考えられてきた。本研究では殺鼠剤の解毒代謝機能を評価した。
その結果、抵抗性群では肝で殺鼠剤を代謝し排泄する能力が向上しており、標的分子の変異と代謝能の向上とい
う二つの機構を併せ持つことが判明した。

研究成果の概要（英文）：Anti-blood coagulation rodenticides, such as warfarin, have been used all 
over the world. 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. The mutation of the target enzyme of warfarin, VKOR, is considered as major cause for 
rodenticide resistance in wild rats. However, there have been few studies regarding the hepatic 
metabolism of warfarin. We investigated warfarin metabolism in resistant rats, and our results 
showed new mechanism for the rodenticide resistance in wild black rats in Japan. 

研究分野：毒性学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
野生齧歯類は腎症候性出血熱やライム病等
35種類以上の人獣共通感染症を媒介する。こ
のため殺鼠剤によるコントロールは不可欠
である。しかしワルファリンなど抗凝血系殺
鼠剤に対し抵抗性を持つ個体群が殺鼠剤使
用頻度の高い世界各地の都市部に出現して
いる。その対策として、現在欧米では致死性
の高い第二世代抗凝血系殺鼠剤が主に用い
られている。 
しかしながら、これらは毒性が強く駆除対象
外生物への二次被害が絶えない。食物連鎖に
よる生物濃縮の結果、捕食者である猛禽類へ
の二次被害が頻発しており、Nature News 
で“Killing rats is killing birds”として報告
されるなど深刻な問題である  (Lovett, 
Nature News, 2012.11.14 )。また、日本では
第二世代殺鼠剤の使用は規制されており、比
較的安全性の高いワルファリンが主に用い
られている。このため、現在抵抗性齧歯類の
有効な防除策はなく、公衆衛生上危険な状態
である。そこで、抵抗性獲得機序の解明とそ
れに則した新規防除策の提案は急務である。 
抗凝血系殺鼠剤は、血液凝固因子産生に必須
であるビタミン K エポキシド還元酵素
（VKOR）を阻害し、出血多量によりラット
を死亡させる。抵抗性の原因としてワルファ
リンの標的分子 VKOR に遺伝子変異が生じ
ると、VKOR のワルファリン感受性が低下
することが報告されている  (Rost 2004 
Nature 427: 537–41)。一方、野生ラットを用
いた実験は、まず捕獲後 1か月間のワルファ
リン喫食試験を行い生存したものを抵抗性
ラットと見なし、さらに 1か月以上の馴化期
間が必要と困難である。このため現在殺鼠剤
抵抗性齧歯類の研究は、主に VKOR の遺伝
子変異に焦点を絞った in vitro試験に限られ
ている。しかしながら VKOR 変異が生体レ
ベルでどの程度抵抗性へ寄与するかは不明
な点も多く、VKOR遺伝子変異以外の抵抗性
獲得機序の存在も疑われる。 
そこで VKOR 変異以外の要因を探索するた
め、申請者らはワルファリン抵抗性野生クマ
ネズミのクローズドコロニーを確立し、ワル
ファリン抵抗性群および感受性群でのワル
ファリン薬物体内動態を解析した。その結果
抵抗性群ではワルファリンを代謝する能力
が亢進し、素早く体外へ排泄している可能性
を示した。つまり、VKOR変異以外に代謝・
排泄の亢進といった複数の要因が抵抗性に
関与することが判明し、抵抗性の解明には殺
鼠剤に対する生体内応答を複数の視野から
観察する必要性があることが示唆された。 
 
２．研究の目的 
上述の通り、現状の抵抗性齧歯類の研究は
VKOR 変異など個々の要素に着目した in 
vitro 試験系が主流であるが、VKOR 変異が
生体に与える影響や、高代謝能の原因は未知
である。一方、申請者らは協力研究者との共

同研究により、国内で唯一の殺鼠剤抵抗性野
生クマネズミ由来のクローズドコロニーを
使用することが可能である。このためこれら
を用いた in vivo, in vitro試験により、殺鼠
剤が生体に与える影響を実験的に複数の視
野から解析することが可能である。当該研究
では、同ラットをモデル動物とし、殺鼠剤抵
抗性ラットにおける抵抗性獲得因子の網羅
的な探索と、それを標的とした新規殺鼠剤の
応用を目指した。 
 
３．研究の方法 
（1）ワルファリン高代謝能の原因分子の探
索 
申請者らの先行研究から抵抗性群では迅速
な代謝が抵抗性に寄与することが示唆され
たが、その機序は未解明である。ワルファリ
ンの代謝は肝臓中で薬物代謝酵素シトクロ
ム P450 により行われる。また、P450 の活性
には主に解糖系の一つ、ペントースリン酸経
路で産生されるNADPHによる電子の供与が不
可欠である。このようにワルファリン代謝に
関与する因子は多岐にわたり、またこれらは
複雑に調節されている。 
本試験系ではワルファリン抵抗性・感受性そ
れぞれのラットに対し、実際に環境中で暴露
される量相当のワルファリンを継続的に曝
露、また、それぞれについて対照として無処
置群も用意する。これらの血液・標的臓器で
ある肝臓サンプルを用い、ワルファリン投与
に伴う薬物代謝酵素の遺伝子発現量や、電子
供与体など生体内物質の変動を、観察する。
これにより抵抗性ラットに高代謝能をもた
らす原因分子：抵抗性ラット特異的な挙動を
示す候補因子を探索する。特に抵抗性に寄与
が期待される候補因子については、個別に遺
伝子配列解析や酵素活性解析を実施し、抵抗
性に与える影響を詳細に検討する。これによ
り VKOR 遺伝子変異以外の抵抗性獲得因子を
探索する。 
 
（2）VKOR 遺伝子変異が生体に与える影響の
解明 
従来の VKOR 評価法では、肝臓から抽出した
VKOR を含む酵素画分を用い試験管内でビタ
ミン Kエポキシドの還元反応を行い、ワルフ
ァリン添加時の阻害率を測定している。この
系では VKOR 自体の評価は可能だが、肝細胞
へのワルファリンの取り込みや代謝による
解毒といった複数の要素が存在する生体レ
ベルでの VKOR 変異がもたらす影響は評価で
きない。そこで、本試験系では肝灌流試験を
実施し、生体レベルでのワルファリン感受性
を評価する。肝灌流試験では肝臓の主要な血
管である門脈と後大静脈にカニューレを挿
入し、ビタミン Kやワルファリンを肝臓へ通
液することで、生体とほぼ同条件での肝臓の
応答を観察することができる。肝臓で VKOR
により還元されたビタミン K や P450 により
代謝されたワルファリンの代謝産物は液体



クロマトグラフィー質量分析計(HPLC-MS)で
網羅的に検出・定量する。本試験系で得られ
た結果と in vitro での VKOR 活性試験・ワル
ファリン代謝試験それぞれの結果を比較す
ることでそれぞれの因子が抵抗性に与える
影響を推測する。 
 
４．研究成果 
本研究では、殺鼠剤抵抗性クマネズミのワル
ファリン代謝能を解明することを目的とし、
in situ での肝灌流試験により生体に近い条
件でのワルファリン代謝活性を測定した。一
方で、肝臓より薬物代謝酵素画分を抽出し、
in vitroでのワルファリン代謝試験も実施す
ることで代謝酵素の機能も評価した。その結
果、in situ 肝灌流試験では抵抗性群におい
て3-8倍程度有意に高いワルファリン代謝能
が確認された。一方 in vitro 代謝試験では
抵抗性群は 1.2-1.3 倍程度と有意だが in 
situ 試験に比べ軽度の高代謝能を示した。こ
れらの結果から上記抵抗性群は高いワルフ
ァリン代謝能を持つが、その原因は in vitro
試験で観察した薬物代謝酵素シトクロム
P450 自身ではなく、in vitro 試験で観察で
きない、生体内での P450 の活性に必要な電
子伝達系などの補因子にある事が初めて示
唆された。 
肝灌流試験により肝代謝能を評価した所、ワ
ルファリンの代謝産物である5つの水酸化体
全てにおいて抵抗性群が感受性群より 5~10
倍程度有意に高い生成量を示し、抵抗 性群
が高い肝ワルファリン代謝能を持つと判明
した。ワルファリン代謝を担う薬物代謝酵素
シトクロム P450 を評価するため肝酵素画分
とワルファリンを in vitro で反応させ酵素
速度論的に解析した。この際、P450 の活性に
必要な電子供 与体 NADPH を過剰量添加・
NADPH の前駆体である NADP+を添加し肝酵素
画分に NADPH を産生させる二群を作った。
NADPH 過剰添加系では抵抗性群は感受性群よ
り有意 に高い酵素活性を示したがその差は
軽微であった。一方、NADP+を添加するとそ
の差は顕著になった。つまり抵抗性群の高代
謝能は代謝を直接担うP450が原因で はなく、
電子供与体NADPHの産生能向上が原因と示唆
された。  
また、抵抗性群における NADPH 産生能を評価
すると抵抗性群では肝臓での主要なNADPH産
生源であるペントースリン酸経路による
NADPH の産生速度が感受性群に対し有意に高
かった。 
以上の結果により、殺鼠剤抵抗性個体につい
て、全く新しいメカニズムが提唱できた。東
京の殺鼠剤抵抗性ラットではペントースリ
ン酸経路の亢進による NADPH の供給増進が
P450 によるワルファリンの代謝活性を向上
させ、肝臓での高代謝能に寄与していること
が判明した。現状、NADPH 産生能がワルファ
リン抵抗性に寄与するという報告はなく、世
界的に新しい抵抗性機序であると考えられ

る。 
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〔図書〕（計 0件） 
 
〔産業財産権〕 
 
○出願状況（計 0件） 
 
○取得状況（計 0件） 
 
〔その他〕 
○ホームページ等 
http://tox.vetmed.hokudai.ac.jp/ 
 
○アウトリーチ活動 
・2018 年 5 月 29 日、日本学術会議主催によ
るサイエンスカフェ、（三省堂、札幌市） 
・2018 年 5 月 13 日、円山動物園との共催に
よるサイエンスイベント（円山動物園、札幌
市） 
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