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研究成果の概要（和文）：本研究は、VKORC1 などの Vitamin K サイクル関連遺伝子を解析し、

Vitamin K 補充による効果的な発がん予防およびがん化学療法の研究への応用を検討した。また、

ヒト iPS 細胞由来肝細胞による酵素誘導能評価を行い、発がん予防研究の評価系としての有用

性を明らかにした。がんとの因果関係は不明であるものの、抗がん剤との併用の際に重要となる 

Vitamin K 代謝酵素とワルファリン投与量の関係について明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）：Final goal of this study was to find the way to improve the cancer 
chemotherapies and cancer chemo-preventions from the information of Vitamin K cycle-related 
genetic polymorphisms. The human iPS cells would be useful as an appropriate assay of a variety of 
drug metabolism study as well as the study of cancer chemo-preventions. The effect of Vitamin K 
cycle-related genetic polymorphisms on warfarin maintenance dose was observed and this could have 
some importance when warfarin prescribed during cancer chemotherapies.  
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１．研究開始当初の背景 

近年注目を集めているがんの予防医学の研
究により、塩分の過剰摂取などの食生活や、
喫煙習慣により発症リスクが高まることが
報告されている。これに対して、緑茶カテキ
ンや化学物質によるケモプリベンション（抗
がん作用のある物質を摂取することによっ
て体内の防御システムを増強し、発がんリス

クを軽減させる試み）の可能性も検討されて
いる。森らのグループは、Vitamin K が肝臓
がんの発がん抑制作用を持つことを報告し
ている。一方、Vitamin K は経口摂取だけで
は生体維持に不十分であるため、肝ミクロゾ
ームに存在する酵素  Vitamin K Oxide 
Reductase (VKORC1) を構成タンパクとする 
Vitamin K サイクルにより生合成（活性体へ
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変換）されている。この VKORC1 をコードす
る遺伝子である VKORC1 は、血栓塞栓症の予
防・治療薬であるワルファリンの抵抗性を引
き起こす原因遺伝子として発見されたが、遺
伝子多型による疾患への影響は申請者らに
よって現在研究が始まったばかりである。本
研究では、Vitamin K サイクルに関連する酵
素の遺伝子多型を解析し、酵素活性の低下し
た患者における発がんリスクを解析するこ
とにより、Vitamin K の投与でがん発症を予
防することを目的とする。また、臨床の場に
おいてがん化学療法施行中に抗がん剤が効
かなくなり、がんが進行する「がん細胞の薬
剤耐性化現象」が現在の化学療法における重
大な障害になっている。現在まで、薬剤耐性
は化学構造も作用機序も異なる複数の抗が
ん 剤 に 対 し て 耐 性 化 す る 多 剤 耐 性
（multidrug resistance: MDR）があり、こ
のメカニズムとして、P-糖蛋白質が過剰に発
現し、抗がん剤を細胞外に排出することが原
因の一つとして明らかになっている。一方、
ヒト人工多能性幹 (induced pluripotent 
stem：iPS) 細胞は、2007 年に京都大学再生
医科学研究所の山中伸弥教授のグループに
より、体細胞にそれぞれ 4 つの遺伝子、
OCT3/4、SOX2、KLF4、c-MYC をレトロウイル
スベクターで導入することによって樹立さ
れた。このヒト iPS 細胞は、1998 年 Thomson 
等 に よ っ て 樹 立 さ れ た ヒ ト 胚 性 幹 
(embryonic stem：ES) 細胞と同様な、多分
化能とほぼ無限の増殖能をもつ細胞である。 
 
２．研究の目的 

現在のがん治療法には、治療効果に大きな個
人差が存在することが問題となっている。さ
らに人種間で治療および予防に用いる薬物
の投与量および薬物の種類が大きく異なる
ことが明らかになっている。申請者は現在ま
ですでに CYP2C9 および VKORC1 遺伝子多
型頻度の人種差が存在し、日本人と欧米白人
の VKORC1 遺伝子多型頻度の大きな人種差
が存在する。本研究により薬物代謝酵素 
CYP2C9 の遺伝子型の他に、Vitamin K サイ
クルに関与する VKORC1 遺伝子型を考慮し
て分類した Vitamin K 投与量を設定するこ
とにより、発がんリスクの高い患者には予防
効果を発揮することを目的とする。また、医
薬品開発の薬物動態試験において、ヒトにお
ける薬物代謝酵素誘導評価系の確立は重要
である。人工多能性幹 (iPS) 細胞は、あら
ゆる組織細胞に分化可能で、増殖力に優れて
いることから、薬物動態試験のための安定し
た細胞供給源として期待されている。本研究
では、ヒト iPS 細胞を成熟肝細胞へ分化さ
せ、薬物代謝酵素等の発現変動評価系として
の有用性を明らかにすることを目的とした。 
 

３．研究の方法 

(1) 新規に発見した変異型 VKORC1 （アミノ
酸変異 Cys16Ser、Asp38Ser、His68Arg 等
を有する。） を発現する大腸菌およびサル
モネラ菌発現系を樹立し、Vitamin K 代謝
酵素活性を解析する。血中 Vitamin K 濃度
および Vitamin K 代謝酵素関連遺伝子を解
析するため、群馬大学および信州大学医学
部遺伝子倫理委員会および治験審査委員会
の審査を受け承認をうける。 
(2) (1)で樹立した大腸菌およびサルモネ
ラ菌発現系を用い、発癌への影響を検討す
る。具体的には、変異原物質に対する感受
性を調べ、培地中に変異原物質と Vitamin 
K を共存させることにより、Vitamin K が
変異原物質による発がんの抑制効果がある
か検討する。 
（3） 肝細胞に分化させた iPS 細胞および 
ES 細胞を、変異原物質共存下で培養し、
Vitamin K の培地への添加による発がん抑制
効果を検討した。ヒト iPS 細胞は Fetch 
(国立成育医療研究センター研究所、梅澤
ら) を用いた。ヒト iPS 細胞を activin A 
処 理 す る こ と で 内 胚 葉 に 分 化 さ せ 、
dimethyl sulfoxide にて肝細胞に分化誘導
後 、 oncostatin M 、 dexamethasone 、
hepatocyte growth factor により成熟肝細
胞へ分化させた。続いて、benzo［a］pyrene 
を培地に添加し、mRNA 発現量の変化を検討
した。 
 
４．研究成果 
①日本人で高頻度に存在する VKORC1 遺伝
子多型を解析し、欧米人などとの人種差を明
らかにした。さらに、VKORC1 に加えて、
CYP4F2 遺伝子多型を解析した結果、Vitamin 
K 代謝とワルファリン投与量の関係における人
種差を明らかにした。（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
②肝細胞様細胞に分化させた iPS 細胞は、
肝細胞マーカー、薬物代謝酵素及び核内受容
体の mRNA 発現が認められ、基本的な肝機能
を有する細胞へ分化したことが示唆された。
iPS 細胞および ES 細胞の安定した維持に
ついて検討し、細胞の培養に用いる因子や培
地に関する様々な研究結果を蓄積した。iPS 



 

 

細胞などの人工多能性幹細胞は、体を作るあ
らゆる細胞に分化可能であり、増殖力に優れ
ていることから、医薬品開発のための安定し
た細胞供給源として期待される。本研究では、
iPS 細胞から分化させた肝細胞様細胞の 
mRNA の解析を行った結果、肝細胞マーカー、
CYP1A1 や CYP1B1 などの薬物代謝酵素及び 
CYP3A4 の誘導に関与する核内受容体や転写
因子の発現が認められた。しかし、CYP3A4 お
よび CYP1A2 の発現および誘導ほとんど見
られなかった。より成熟した肝細胞を効率よ
く分化する方法について、さらなる検討が進
行中である。また、Vitamin K サイクルに関
係している酵素および代表的な薬物代謝酵
素の mRNA 発現解析を行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Benzo［a］pyrene により CYP1A1、CYP1B1、

CYP2C9、CYP3A5、NQO1 および AhR の mRNA 
発現量はそれぞれ 1600、34、2.5、2.1、3.9 
および 2.8 倍へ増加した（図 2）。一方、
CYP3A7 および血液凝固第Ⅹ因子の mRNA 発
現量はそれぞれ 0.21、0.35 倍へ減少した。
これより、ヒト iPS 細胞由来の肝細胞様細
胞は、ヒト肝細胞と同様に薬物による酵素誘
導能を有し、薬物代謝酵素の発現変動評価系
として有用である可能性が示された。iPS 細
胞から分化させた肝細胞様細胞が、Vitamin K 
サイクル関連酵素で、発がん感受性と関係が
あることが報告されている NQO1 の発現お
よび benzo［a］pyrene よる誘導が認められ
たことから、Vitamin K サイクルに関係して
いる酵素の発現変動評価系さらには発がん
予防研究の評価系として有用である可能性
が示された。 
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