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研究成果の概要（和文）： 
ビタミン(V)K にはステロイドＸ受容体(SXR)を介した転写レベルの作用がある。腸管での Ca

吸収に関与する遺伝子はいずれも VD により制御されると考えられている。VD 受容体結合配列

と SXR 結合配列は類似しており、VK により腸管の Ca 吸収に関連する遺伝子の転写促進の可能

性が考えられる。ヒト結腸腺癌由来細胞である SW480 細胞にビタミンＫを処理すると、Caチャ

ネル発現量の有意な増加が確認され、ラット腸管においても遺伝子変動が観察された。 
 
研究成果の概要（英文）： 

Recently, a novel mechanism of vitamin K functions via transcriptional regulation as a ligand for 
steroid and xenobiotic receptor (SXR) in osteoblastic cells was reported. Three genes, TRPV6, 
calbindin-D9k and PMCA1b were determined to be involved in the process of calcium absorption in the 
mucosal cells of intestine and induced gene expression by vitamin D. SXR is also expressed at high 
level in intestine and SXR-binding site contains binding motifs for vitamin D receptor (VDR). Therefore 
we expected that vitamin K bound to VDR binding motif and regulated the expression of genes that 
were involved in calcium absorption in intestine. Colon cancer cell line SW-480 revealed the increase of 
the TRPV6 mRNA expression by the addition of vitamin K2. In this study, we fed rats vitamin K 
supplemented diet and analyzed the change of expression of TRPV6 and calbindin-D9k mRNA. The 
vitamin K diet increased expression of TRPV6 and calbindin-D9k. 
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骨粗鬆症患者は、高齢化が加速する現在の日
本において 1,000万人を超え、寝たきりなど
高齢者の生活の質を低下させる原因として
深刻な社会問題になっている。カルシウム
（Ca）は、日本人の成人で慢性的に不足して
いる栄養素であり、成人の吸収率は、25～
35％以下と低く、さらに加齢とともに吸収率
は低下する。Ca を多く含む牛乳や小魚等の
食品の摂取が推奨されて久しいが、摂取量は
未だ改善されていない。摂取量そのものを増
やすのには限界があるため、Ca の吸収率を
上げることも真の摂取量を増やす有効な手
段である。骨粗鬆症の予防に有効と考えられ
る栄養素、食品素材としては、Ca、ビタミン
Ｄ、ビタミンＫ、ビタミンＣ、乳塩基性タン
パク質（MBP）、大豆イソフラボン、フラク
トオリゴ糖などがあげられる。特に、ビタミ
ンＫは骨粗相症治療薬として臨床の場でも
用いられ、骨折予防効果が報告されている
（Effect of menatetrenone on the bone and 
calcium merabolism in osteoporosis., Orimo H et 
al., J. Bone Miner. Metab., 16, 106-112 (1998)）。 
 
(2)ビタミンＫの骨粗相症に対する現在の知
見 
 ビタミンＫは納豆や海藻などの食品に多
く含まれ、疫学的な研究では納豆消費量の多
い地域では骨折率が低いことが報告されて
いる（Japanese fermented soybean food as the 
major determinant of the large geographic 
difference in circulating levels of vitamin K2: 
possible implications for hip-fracture risk., 
Kaneki M et al., Nutrition, 17(4), 315-321 
(2001)）。また、臨床治験において、ビタミン
Ｋの単独投与で骨量増加作用を有すること
が確認されており（Effect of menatetrenone 
on the bone and calcium merabolism in 
osteoporosis., Orimo H et al., J. Bone Miner. 
Metab., 16, 106-112 (1998)）、ビタミンＫの
骨折予防効果が評価されている。ビタミンＫ
の作用としては、二つの分子機構が報告され
ており、タンパク質のグルタミン酸残基がγ
-カルボキシル化される際の補酵素としての
役割と核内受容体の一つであるステロイド
Ｘ受容体（ＳＸＲ）を介して転写レベルで遺
伝子の発現調節を行う作用機構がある
（Vitamin K2 regulation of bone homeostasis is 
mediated by the steroid and xenobiotic receptor 
SXR., Tabb MM et al., J. Biol. Chem., 278(45), 
43919-43927 (2003)）。 
 
(3)ビタミンＫのステロイドＸ受容体（ＳＸ
Ｒ）を介する転写調節機構 
 ステロイドＸ受容体（ＳＸＲ）は、レチノ
イドＸ受容体とヘテロ二量体を形成し、遺伝
子上のＳＸＲ応答配列に結合し、標的遺伝子
の転写を調節すると考えられている。ＳＸＲ

は肝臓、腸管に強く発現しており、チトクロ
ーム P450 3A 等の薬物代謝関連遺伝子の発
現調節が知られていたが、最近、骨芽細胞様
細胞株においても発現していることが明ら
かになり、ビタミンＫがＳＸＲを介して骨形
成に関与する遺伝子を発現誘導することが
報告された（Steroid and xenobiotic receptor 
SXR mediates vitamin K2-activated transcription 
of extracellular matrix-related genes and collagen 
accumulation in osteoblastic cells., Ichikawa T et 
al., J. Biol. Chem., ;281(25), 16927-16934 
(2006)）。 
 
(4)カルシウム吸収の分子機構 
腸管のカルシウム吸収促進に、ビタミンＤが
関わることは広く知られた事実となってい
る。この Ca 吸収促進機構には、消化管内の
Ca 結合タンパク質の変動が関わるとされて
おり、高等学校の教科書にも載っているが、
驚くことにそのメカニズムは未だ解明され
ていない。この Ca 結合タンパク質、これは
腸管に特異的に発現しているビタミンＤ誘
導性のカルビンディン D9kであり、1987年
の発見以来研究の蓄積がある。実験動物にビ
タミンＤを投与すれば、腸管のカルビンディ
ン D9k 発現量が増加し、ビタミンＤ受容体
（VDR）ノックアウト動物では、カルビンデ
ィン D9k発現量が減少することより、ビタミ
ンＤがVDRを介してカルビンディンD9k発
現量を調節していることが示唆された。しか
し、転写調節領域にあるべき VDR が結合す
る DNA 配列でさえも、培養細胞を用いた解
析とトランスジェニック動物を用いた解析
で矛盾があり、統一した見解が未だ得られて
いない。 
 食餌中の Ca は小腸で吸収され、小腸粘膜
細胞を通過し、血管に送られる。現時点で腸
管の Ca 吸収に関わるタンパク質として報告
があるのは、小腸粘膜細胞微絨毛膜上に発現
する Ca 輸送体（TRPV6）、細胞内を輸送す
るカルビンディンD9kタンパク質、小腸粘膜
細胞の漿膜側に発現している Ca ATPase 1
（PMCA1）のみであり、その発現調節機構
はいずれも明らかにされていない。 
 日本人におけるカルシウム摂取量を増や
すためには、まず、理論背景として Ca 吸収
機構の解明が不可欠と考えられる。 
 
(5)ビタミンＫによる腸管内カルシウム吸収
関連遺伝子発現調節の可能性 
 ビタミンＫの骨粗相症に対する作用は現
在までに骨作用を中心に解析が進んでおり、
腸管からの Ca 吸収との検討はされていない。
腸管でのカルシウム吸収には、TRPV6、カル
ビンディンD9k、PMCA1の関与が報告され
ており、いずれの遺伝子もビタミンＤにより
転写促進されると報告されており、VDR を



 

 

介した転写調節機構が考えられている。VDR
応答配列は、5’-AG(G/T)TCA-3’の 6塩基のハ
ーフサイトが直列型に３塩基のスペーサー
をはさんで２つ並んだ配列であり、この配列
は、ＳＸＲ応答配列に含まれる（The nuclear 
pregnane X receptor: a key regulator of 
xenobiotic metabolism., Kliewer SA et al., 
Endocr. Rev., 23(5), 687-702 (2002)）。また、Ｓ
ＸＲは腸管に高発現しており、ビタミンＫに
より腸管内のカルシウム吸収に関連する遺
伝子の転写促進の可能性が示唆される。 
 
２．研究の目的 
ビタミンＫ（VK）は納豆や海藻などの食品
に多く含まれ、疫学的な調査では納豆消費量

が多い地域では骨折率が低いことが報告さ

れている。また、臨床試験においてビタミン

Ｋの単独投与で骨量増加作用を有すること

が確認されており、VK の骨折予防効果が評
価されている。VK の作用は補酵素としての
役割と核内受容体の一つであるステロイド

Ｘ受容体（SXR）を介した転写レベルの作用
が報告されている。現在までに VKの骨折予
防効果は骨作用を中心に解析が進んでおり、

腸管からのカルシウム（Ca）吸収との検討は
なされていない。 
 腸管での Ca 吸収には Ca チャネル
（TRPV6）、カルビンディン D9k（CaBP）、
Ca ATPase 1（PMCA1）の関与が報告され
ており、いずれの遺伝子もビタミンＤにより

制御されると考えられているが、ＶＤＲ結合

配列はＳＸＲ結合配列に含まれ、また、ＳＸ

Ｒは腸管で高発現していることより、ビタミ

ンＫが腸管の Ca 吸収に関連する遺伝子の転
写促進する可能性が考えられる。本研究では、

この可能性を培養細胞と実験動物を用いて

検証した。 
 
３．研究の方法 
(1)培養細胞を用いた解析 
①ビタミンＫ2添加実験（濃度と時間の検討） 
ヒト結腸腺癌由来細胞株である SW480 細

胞と Caco-2細胞を 1.8×106/10cm dishの条
件でまき、培養 24 時間後より培地中にビタ
ミンＫ2（メナキノン－４；MK-4）を添加し
て培養した。ビタミンＫ2は 10、20、40、80 
Pmol/L の濃度で添加し、添加後、24、48，
72 時間後の TPPV6 mRNA 量を定量的

RT-PCR法により調べた。 
②TRPV6遺伝子 VDR結合配列（VDRE）を
用いた解析 
 ラット TRPV6 遺伝子の翻訳開始点から上
流-2kb、-4kbに存在する VDREを tkプロモ
ーターでドライブしたルシフェラーゼ遺伝

子の上流に挿入し、レポータープラスミドを

作成した（-2ktkLuc、-4ktkLuc）。各レポー
タープラスミドを SW480 細胞にトランスフ
ェクションし、その後、ビタミンＫ2を 40μ
mol/Lの濃度で添加し、60時間後に細胞を回
収し、ルシフェラーゼ活性を測定した。また、

同時に、SXR発現プラスミドを導入する解析
も行った。 
 
(2)実験動物を用いた解析 
SD系雄性ラット6週齢16匹を実験に供し、

まず、AIN-93G 精製飼料の Ca 量を 0.2%に減

じた飼料（低 Ca 食）を与え、10 日間予備飼

育を行った。次に、VK投与群（コントロール

群）には、メナテトレノン(MK4)を 75mg/kg 

diet を含む低 Ca食を与え続け、VK欠乏群の

飼料からは VK を除いた低 Ca 食を供与した。

飼育開始後、10 日、に上部小腸（1/4）を取

り出し、総 RNA を抽出し、TRPV6、CaBP の mRNA

量を定量した。 
 
４．研究成果 
(1)培養細胞を用いた解析 
①ビタミンＫ2添加実験（濃度と時間の検討） 

SW480、Caco-2細胞共に 20μmol/Lビタ
ミンＫ2 添加、48 時間後に有意に TRPV6 
mRNA量が増加した。40μmol/LビタミンＫ
2を添加すると24時間では変化がないが、48、
72時間後に有意に TRPV6 mRNA量が増加
した。更に、SXRを強制発現させた SW480
細胞にビタミンＫ2 を添加すると、TRPV6 
mRNA量の増加が更に増強した。 
②TRPV6遺伝子 VDR結合配列（VDRE）を
用いた解析 
 -2ktkLuc、-4ktkLucを SW480細胞にトラ
ンスフェクション後、40μmol/LビタミンＫ
2添加、60 時間後のルシフェラーゼ活性に変
化はなかった。しかし、SXR発現プラスミド
を同時にトランスフェクションすることに

より、TRPV6遺伝子の VDREを介した転写
促進が確認された。 
(2)実験動物を用いた解析 
VK 投与群、VK 欠乏群は、摂食量、体重変
化、上部小腸粘膜重量に両群間で差はなかっ
た。TRPV6、カルビンディン D9k mRNA量
は、VK投与群で高い傾向が見られた。 
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