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研究成果の概要：骨芽細胞におけるビタミン K作用として、メナキノン-4 特異的なプロテイン

キナーゼ A のリン酸化修飾による新しい作用経路を発見した。クロマチン免疫沈降を用いたゲ

ノムタイリングアレイによるステロイド受容体結合部位のデータを活用し、骨芽細胞系におけ

るステロイド標的遺伝子を同定する手法を確立した。当グループが明らかにした骨におけるビ

タミン K作用点である核内受容体 SXR については、本研究により骨代謝における調節因子とし

ての重要性が示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 

 (1) 高齢者における骨粗鬆症の発症増加は

社会的問題であり、副作用が少ない治療薬と

してビタミンKが我が国で用いられてきた。

骨芽細胞系におけるビタミンK作用としては、

従来の翻訳後蛋白修飾を介するγ-カルボキ
シラーゼ経路のみならず、核内受容体ステロ

イドＸ受容体（SXR）を介する経路が重要で

あることが最近の研究で明らかになりつつ

ある。申請者らは、ビタミンK2がSXRを介し

て細胞外マトリクス蛋白質の発現調節を行

い、骨基質を形成するコラーゲンの蓄積促進

をもたらす作用を明らかにした実績がある 

(J Biol Chem 281:16927-34, 2006)。 

 

 (2) 核内受容体を始めとする転写因子の標

的分子の探索法に関しては、クロマチン免疫

沈降法(chromatin immunoprecipitation、
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ChIP)により得られた転写因子結合部位を網

羅的に解析するChIP-on-chip法が最近開発

された。ChIP-on-chip法は、ゲノム上の転写

因子結合部位をマッピングし、その近傍の遺

伝子の中から、目的とする転写因子の一次標

的分子をする手法として優れており、国内外

の研究機関において、各種転写因子の標的分

子の体系的解析が行われる状況にあった。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、骨芽細胞系におけるビタミン K

の作用機構を複合的に理解する目的で、古典

的経路として知られているγカルボキシラ

ーゼ(GGCX)を介する経路以外の作用に主に

注目し、1)核内ステロイドＸ受容体（SXR）

を介する作用経路と、2)SXR 系の検討過程で

クローズアップされてきた第３の経路につ

いて検討を行った。さらに、3) ビタミン K

標的遺伝子との比較を行う目的で、ビタミン

K と同様に核内受容体に作用するが、骨粗鬆

症に対して促進的作用をすると考えられる

ステロイド（グルココルチコイド: GC）に関

して、骨芽細胞系におけるステロイド応答遺

伝子の探索を行った。 

 

３．研究の方法 

 (1) PXR 欠損マウスにおける骨形態観察 

 骨代謝に対する SXRの作用を生体で解析す

るため、SXR のマウスにおけるオルソローグ

受容体 PXR が欠損するマウス（米国カリフォ

ルニア大学アーバイン校 Bruce Blumberg 教

授より資料供与）を用いて、骨密度測定なら

びに骨形態観察を行った。 

 

 (2) 骨芽細胞系におけるビタミン K 標的遺

伝子の解析 

 骨芽細胞系における SXRを介するビタミン 

K の標的遺伝子を解析するため、Flag タグ標

識のSXR (Flag-SXR)および VP16 活性化ドメ

インのカルボキシル末端を結合した Flag タ

グ標識の SXR (Flag-VP16C-SXR) の発現プラ

スミドを作製し、ヒト骨芽細胞系細胞株 MG63

細胞における２種類の安定発現細胞を、コン

トロールベクターのみを安定発現させた細

胞と共に、数ラインずつ作製した。

MG63/Flag-VP16C-SXR 細胞と、コントロール

ベクター安定発現 MG63 細胞をビタミン K2 

(メナキノン-4：MK-4)で刺激し、2 細胞系で

共通して発現が誘導されかつ SXR応答遺伝子

には含まれない遺伝子をマイクロアレイ解

析により探索することにより、主に SXR 以外

の新規経路によるビタミン K 標的遺伝子の

同定を行った。MK-4 により発現上昇が認めら

れた遺伝子について、親株 MG63 細胞と

MG63/Flag-VP16C-SXR 細胞を用いて、リファ

ンピシンと MK-4 で刺激した時の mRNA の発

現変化を定量的 RT-PCR により比較し、SXR 

の関与を検討した。また、ビタミン Kおよび

その関連構造の種類による作用を検討する

ため、Gla 化作用に必要な基本骨格である 

2-メチル-1,4-ナフトキノンを持たないゲラ

ニルゲラニオールと、同一の基本骨格を有す

るが側鎖構造の異なるビタミン K1 および 

MK-4 より側鎖の長いビタミン K2 である

MK-7 を用いて、同様に遺伝子の発現誘導を

解析した。ビタミン K 依存性γ-カルボキシラ
ーゼ（GGCX）の関与を検討するため、GGCX 

siRNA による発現誘導への効果を解析した。 

 

 (3) 骨芽細胞系におけるステロイド応答遺

伝子の解析 

 GC 受容体（GR）は、アンドロゲン受容体（AR）、

プロゲステロン受容体（PR）、ミネラルコル

チコイド受容体（MR）と共通したゲノム上の

ステロイドホルモン応答配列（SHRE）を認識

し、ホモ二量体として SHRE に結合して下流

の応答遺伝子の転写制御を行っている。本研

究グループでは、ヒト前立腺癌細胞 LNCaP に

おける AR 結合部位について、ChIP-on-chip

法により同定しており、AR結合部位として機

能するゲノム領域のうち、ヒト骨芽細胞様細

胞 SaOS2、不死化ヒト胎児骨芽細胞株 hFOB 

1.19 および GR 安定発現 293 細胞 (293GR)に

おいて、GR 結合部位として機能するものがあ

るかについて検討を行った。方法は、SaOS2、

hFOB 1.19 および 293GR 細胞において、ホル

モン枯渇条件の培養３日後、合成ステロイド

Dexamethasone（10 nM）または溶媒（0.1%エ

タノール）による刺激を 1時間行い、GR特異

的抗体を用いて ChIP を行い、ChIP を行って

いない Input DNA をコントロールにして、ホ

ルモン刺激による GR 結合の濃縮倍率を



Real-time PCR にて定量的に検討した。GR 結

合部位の最も近傍の遺伝子発現におけるス

テロイド応答性について、経時的に各細胞よ

り RNA を調整して、定量的 RT-PCR にて遺伝

子発現量を検討した。 

 

４．研究成果 

(1) 骨芽細胞系におけるビタミン K 標的遺

伝子の解析 

 高転写活性能でリガンド応答性のある

MG63/Flag-VP16C-SXR 細胞とコントロールベ

クター発現 MG63 細胞をそれぞれ MK-4 と溶媒

コントロールで刺激し、マイクロアレイ解析

を行った。溶媒コントロールに対して MK-4

により発現上昇を認めるもののうち、

MG63/Flag-VP16C-SXR 細胞とベクター発現

MG63 細胞の両方において発現量が上昇する

遺伝子は SXR 依存性遺伝子として除外して、

それ以外の遺伝子を MK-4 標的遺伝子として

同定した。このうち、骨代謝への関与が予想

される growth differentiation factor 15 

(GDF15)と stanniocalcin 2 (STC2) について

解析を行い、どちらの遺伝子も MG63 細胞に

おいて MK-4 刺激後 48 時間における mRNA

の発現誘導が強く認められた。マウス骨芽細

胞様細胞株 MC3T3-E1 においても、MK-4 刺激

により、容量依存的に GDF15 および STC2 mRNA

の著明な発現誘導を認めた。MG63 細胞におけ

るGDF15およびSTC2 mRNAの発現誘導は、MK-4

の側鎖構造であるゲラニルゲラニオールだ

けでは起こらず、他のビタミン K構造である

ビタミン K1 とビタミン K2 のうちで側鎖の

イソプレン鎖の長さが異なる MK-7 でも起

こらなかった。MK-4によるGDF15とSTC2 mRNA

の発現誘導において、γ-カルボキシラーゼ
（GGCX）の関与を検討するため、MG63 細胞に

GGCX siRNA を作用させたところ、GGCX mRNA

発現はノックダウンする条件において、

GDF15 と STC2 mRNA の発現に対する影響は認

められず、GGCX 非依存性の MK-4 作用が示さ

れた。また、SXR を介する発現誘導でない点

についても、SXR の代表的リガンドであるリ

ファンピシンにより SXR 応答遺伝子 CYP3A4

の mRNA 発現は誘導される条件にて、両者の

mRNA 発現上昇は起こらないことを確認した。  

以上から、ビタミン K （MK-4）には SXR お

よび GGCX 非依存性の新しい作用があること

が示唆された。 

 

(2) 骨芽細胞系における PKAを介したビタミ

ン K 作用経路の検討 

 MK-4による新しいビタミンK作用の１つの

可能性として、骨芽細胞系の転写調節機構と

して重要なプロテインキナーゼ A（PKA）のリ

ン酸化に注目した。骨芽細胞系においては、

副甲状腺ホルモンやβ2 アドレナリン受容体
などを介してアデニル酸シクラーゼが活性

化され、cAMP 産生が上昇し、PKA リン酸化が

起こることが知られている。MG63 細胞におい

て、MK-4（10 µM）の 24 時間までの刺激によ
り、PKA 蛋白質のリン酸化が経時的に誘導さ

れることが Westernブロットにより示された。

フォルスコリンによりアデニル酸シクラー

ゼを直接活性化することによっても、GDF15

と STC2 mRNA の発現上昇は有意に起こること

が示された。また、MK-4 による GDF15 と STC2 

mRNA の発現誘導は、PKA 阻害薬の H89 と PKA

特異的 siRNAによっても有意に抑制され、PKA

の関与が示された。 

 

3) 骨芽細胞系におけるステロイド応答遺伝

子の解析 

 ヒト前立腺癌細胞における AR 結合部位の

解析結果から、骨芽細胞系において GR 結合

部位としても機能するゲノム領域を探索す

る目的で、ENCODE 領域（米国におけるヒトゲ

ノムの機能解析計画において、パイロット研

究の領域として選択されたゲノムの約 1%に

あたる 30 Mb の領域）における、ChIP-on-chip

法によりしきい値 P<1e-5 として同定された

AR 結合部位について、リガンド依存性の GR

結合能について検討を行った。細胞系として

は、ヒト骨芽細胞様細胞 SaOS2、不死化ヒト

胎児骨芽細胞株 hFOB 1.19 および GR 安定発

現 293 細胞 (293GR)を用いた。このうち、全

ての細胞株において、dexamethasone（10 nM）

1 時間刺激により、1.5 倍以上の GR 結合性濃

縮を認める領域として、2箇所が同定された。

本研究方法により、骨芽細胞系において、ス

テロイドホルモンにより発現調節を受ける

遺伝子の同定が可能であることが示された。 

 



(4) PXR 欠損マウスにおける骨形態観察 

 PXR 欠損マウスでは、海綿骨および皮質骨の

双方において骨量減少が認められたため、ビ

タミン Kの作用点である SXR が骨代謝の調節

因子として重要である可能性が示された。 
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