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研究成果の概要（和文）：ヒトが主に食事から摂取するビタミンKはPKであるが、組織中に存在するビタミンKの
大部分はMK-4である。我々は、これまでにPKが、小腸で側鎖が切断され中間体MDとなり、組織中でUBIAD1によっ
てMK-4に変換され様々な生理活性を示すことを科学的に証明した。しかし、MDへの側鎖切断機構は明らかでなく
「ビタミンK代謝ダイナミクス」の全容は未だ明らかでない。そこで、本研究ではビタミンKの代謝機構の理解を
目指し、網羅的解析および新規ビタミンK誘導体による効果的な側鎖切断酵素の探索を行った。本研究の成果よ
り、ビタミンKが生体内で代謝変換される意義が明らかになることが期待される。

研究成果の概要（英文）：Vitamin K plays an important role in blood clotting and bone formation. 
While PK is the main vitamin K ingested by humans through the diet, the majority of vitamin K 
present in tissues is MK-4. We have scientifically demonstrated that PK is converted to MK-4 by 
UBIAD1 in tissues after its side chain is cleaved in the small intestine to the intermediate MD. 
However, the mechanism of side chain cleavage to MD is still unclear, and the whole picture of "
vitamin K metabolism dynamics" is still unclear. In this study, we aimed to understand the metabolic
 mechanism of vitamin K. We conducted a comprehensive analysis and searched for effective side-chain
 cleavage enzymes using new vitamin K derivatives. The results of this study are expected to clarify
 the significance of the metabolic conversion of vitamin K.

研究分野： 分子栄養学

キーワード： ビタミンK　側鎖切断機構　誘導体研究　ゲノム編集　プロテオミクス解析　トランスクリプトーム解析

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果がもたらす意義は、学術面ではビタミンKの栄養素としての重要性を示すことができ、MK-4がホルモ
ン様の作用を示すことから新たなビタミンK研究のパラダイムを提示することに繋がる。また、社会的にはビタ
ミンKの代謝メカニズムを明らかにすることで、ビタミンKが関与する骨粗鬆症や脳変性疾患などの加齢性疾患の
予防や新たな治療標的を提案することが可能になる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

ビタミン K は、側鎖に phytyl 側鎖を有する PK

（phylloquinone）や isoprenyl側鎖を有するmenaquinone類

（MK-n：n=1～14）、側鎖を持たない MD（menadione）に

分類される。これまでに、ヒトやマウスの組織中には MK-

4（menaquinone-4）が最も高濃度に存在することが報告さ

れている［Shearer, (1995)］。しかし、食事から摂取するビ

タミン K は、主に植物に多く含まれる PK や MD であり、

MK-4 の摂取量は極めて少ない。このように、MK-4 を殆

ど摂取していないにもかかわらず組織中に MK-4 が高濃

度に存在することから、体内で MK-4 へ変換される機構

が存在すると考えられてきた［Thijssen et al., (1996)］。  

 我々はこれまでに、天然に存在しない重水素標識 PK（PK-d7）を用いて、PK が MK-4 に変換

されることを科学的に証明し、MK-4 変換酵素が UBIAD1（UbiA prenyltransferase domain containing 

protein 1）であることを世界に先駆けて同定することに成功した［Nature （2010）］（図 1）。UBIAD1

による変換活性は、側鎖を持たない MD に対する活性は高いが、側鎖を有する PK に対する活性

は約 1/1000 程度と著しく低い。しかし、マウスの組織中 MK-4 量は PK、MD のいずれを投与し

ても同程度であることから、体内には腸内細菌の影響なく、PK の側鎖を切断し MD の形に代謝

する機構が小腸に存在すると考えられる［J. Bio. Chem (2013)］。しかし、PK の側鎖を切断する機

構は明らかでない。 

 

２．研究の目的 

これまでの研究から、MK-4 変換機構の概要は解明されつつあるが、PK が側鎖切断を受けて

MD になる反応を担う酵素は明らかでない（図 1）。そこで、本研究では、ビタミン K の側鎖切

断酵素の同定を試みることで、ビタミン K が発見されてから 80 年以上経過した今、食事や医薬

品から摂取したビタミン K が MK-4 に変換され生体内で生理作用を発揮する一連の代謝メカニ

ズム解明を目指した。 

 

３．研究の方法 

 本研究では、ビタミン K 側鎖切断機構の解明を目指し以下の方法で実験を行った。 

 

① オミクス解析を用いたビタミン K 側鎖切断酵素の探索 

 我々は、側鎖切断反応を受けないビタミン K 誘導体として 2’,3’-PKH2を見出している。そこ

で、側鎖切断酵素の網羅的探索を行うため、2’,3’-PKH2または PK を投与したマウスから、小腸

上皮細胞を単離しトランスクリプトーム解析（新学術領域「先進ゲノム支援」）およびプロテオ

ーム解析を行った。発現変動が顕著に認められる遺伝子やタンパク質を比較することで、側鎖切

断酵素の探索を行った。 

 

② NBD 標識したビタミン K を用いたビタミン K 側鎖切断酵

素の探索 

 本研究では側鎖切断酵素を効率良く探索するために、ビタミ

ン K の側鎖に蛍光物質 NBD（7-nitro-2,1,3-benzoxadiazole）を結

合した新規ビタミン K 誘導体を合成した。NBD 標識したビタ

ミン K はユニークな反応性を有しており、側鎖と NBD の間に

酸素原子を有するもの（O-NBD）では、蛍光を示さない。とこ

ろが、この誘導体が塩基性アミノ酸を有するタンパク質と結合
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図 1 生体におけるビタミン K変換機構 
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図 2 タンパク質の NBD蛍光標識 

 



すると、蛍光を発する N-NBD になり、目的タンパク質を蛍光標識し、同定が可能になる（図 2）。

また、蛍光を発する N-NBD ビタミン K 誘導体は、側鎖切断反応が起こると蛍光が消失する。こ

の反応性を利用して側鎖切断酵素を探索のための条件検討を行った。 

 

４．研究成果 

 上記の３．研究の方法に則り以下に結果を記載する。 

 

① オミクス解析を用いたビタミン K 側鎖切断酵素の探索 

  

図 3 トランスクリプトーム解析の実験条件 

7.5 週齢の C57BL/6J マウス 9 匹を 3 匹ずつ各 3 群に分けた。Vehicle 投与群（EtOH）、PK 投与

群、PK 水素付加物（PKH2）投与群に分け、投与後 3.5 時間後に小腸上皮細胞を単離し、RIN 値

が 7 以上の RNA を取得し、トランスクリプトーム解析を行った（図 3）。得られた 24426 種の遺

伝子から変動した遺伝子群を以下に示す。 

 

 

図 4  PKおよび PKH2によって発現が有意に変動した遺伝子数 

 

この結果、上記のように変動した遺伝子を見出した（図 4）。また、解析ソフト MeV を用いて、

マウス小腸上皮細胞における vehicle 群、PK 群、PKH2群の主成分分析を行った。MeV を用いて

第一主成分（PC1）および第二主成分（PC2）を算出した主成分分析の結果、各群における寄与

率が低いことが分かった。さらに、発現量が有意に変動した遺伝子の中から、The Human ATLAS 

Protein および NCBI Gene を用いて選出した、小腸内に発現した遺伝子を探索した。その結果、

PKまたはPKH2によって発現量が有意に変動した遺伝子の中から、小腸内に発現した遺伝子は、

それぞれ 14 種、12 種が選出された。現在論文投稿前であるため、遺伝子名は開示しない。 

 

 

我々はトランスクリプトーム解析以外に、磁気ビーズ標識した MK-4 誘導体を作製し、小腸内

タンパク質に結合するタンパク質をアビジン-ビオチン複合体法を用いた、プロテオミクス解析

を行った（図 5）。 
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図 5  アビジン-ビオチン複合体法の概略 

以下の図に示すように複数のタンパク質を取得し、MALDI-TOF/TOF MS によりタンパク質の

同定を行った（図 6）。Mascot サーチよりプロテオミクス解析から 5 つのタンパク質を同定した。

現在論文投稿前であるため、タンパク質名は開示しない。 

 

 

図 6  マウス小腸上皮細胞における MK-4結合タンパク質の同定 

トランスクリプトーム解析およびプロテオミクス解析から得られた遺伝子やタンパク質に関

して現在、側鎖切断活性を評価し有望なものを複数得ている。現在、これらを用いて解析中。 

 

② NBD 標識したビタミン K を用いたビタミン K 側鎖切断酵素の探索 

 上記の実験で見出されたタンパク質に関して、N-NBD 標識したビタミン K 誘導体を用いて側

鎖活性を評価している。緑色傾向の消光を基に、切断の有無を確認している。 
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