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研究成果の概要（和文）：ビタミンKを体内でmenaquinone-4（MK-4）に変換する酵素であるUbiA 
prenyltransferase domain containing protein 1（UBIAD1）の骨形成における役割について、時期特異的
UBIAD1欠損マウスを用いて解析を行い、UBIAD1が骨形成において特に軟骨形成に重要な役割を担っていることを
明らかにした。また、UBIAD1欠損マウス由来初代培養軟骨細胞及び軟骨細胞への分化能をもつ株化細胞を用いた
検討により、UBIAD1が軟骨細胞の増殖・分化を促進する作用を示し、MK-4がそれを抑制する役割を持つことを明
らかにした。

研究成果の概要（英文）：The role of UbiA prenyltransferase domain containing protein 1 (UBIAD1), the
 enzyme that converts vitamin K to menaquinone-4 (MK-4) in the body, in osteogenesis was studied 
using time-specific UBIAD1 knockout mice. The results showed that UBIAD1 plays an important role in 
osteogenesis, particularly in cartilage formation. In addition, studies using primary cultured 
chondrocytes from UBIAD1-deficient mice and ATDC5 cells, which are capable of differentiating into 
chondrocytes, showed that UBIAD1 promotes chondrocyte proliferation and differentiation and that 
MK-4 plays a role in inhibiting this process.

研究分野：衛生薬学、分子栄養学

キーワード： ビタミンK　UBIAD1　MK-4　ノックアウトマウス　骨形成　軟骨細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ビタミンKは、骨形成に重要であるため、骨粗鬆症治療の予防や治療に臨床応用されているが、ビタミンKのMK-4
への変換を担う酵素であるUBIAD1の骨形成における役割は明らかではなかった。また、骨芽細胞に対するビタミ
ンKの機能は種々の報告があるが、軟骨細胞に対する作用は明らかではなかった。本研究により、UBIAD1が骨形
成に必要な因子であり、特に軟骨形成や軟骨細胞機能に必須であること、MK-4が軟骨細胞の増殖・分化を調節す
る役割を担うことが明らかとなった。本研究成果は、骨疾患のうち変形性関節症などの軟骨細胞機能以上を伴う
疾患の予防や治療にビタミンKが応用可能であることを示す重要な知見となった。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
ビタミン Kは脂溶性ビタミンであり、天然に存在するビタミン Kは、植物に含まれるビタミン
K１（フィロキノン:PK）と細菌が合成するメナキノン類（MK-n）がある。両者は、2-メチル-
1,4-ナフトキノン環を共通構造とし、3位炭素に PKではフィチル側鎖が、MK-nではイソプレ
ン単位の繰り返し構造（n=1～14）からなるイソプレニル側鎖が結合した構造を持つ。ビタミン
K は、血液凝固因子や骨基質タンパク質を活性化する γ-グルタミルカルボキシラーゼの補因子
として必須の役割を担っており、血液凝固や骨形成に重要な役割を担っている。ヒトのビタミン
Kの摂取源は、主に緑黄色野菜に由来する PKや納豆などの発酵食品に含まれるMK-7であり、
動物性食品に含まれる MK-4 の摂取量は極めて微量である。また、ラットやマウスのビタミン
K供給源は、植物由来の PKの他、飼料に添加されているメナジオン（MD）である。ヒトやマ
ウス・ラットは MK-4 をほとんど摂取していないにも拘らず、組織中には MK-4 が最も高濃度
に存在する。この摂取していない MK-4 が組織内に多く存在する理由については、これまで全
く解明されていなかったが、申請者らの研究により、経口摂取した PK や MK-n が、生体内で
MK-4へ変換されていることが明らかとなった（Nakagawa et al., J. Biol. Chem. 2008）。さら
に申請者は、この変換を担う酵素がUbiA prenyltransferase containing 1（UBIAD1）であるこ
とを世界に先駆けて初めて同定することに成功した（Nakagawa et al., Nature, 2010）。MK-4
合成酵素である UBIAD1 は、ヒトのシュナイダー角膜ジストロフィー（Schnyder crystalline 
corneal dystrophy：SCD）の原因遺伝子であること、その点変異により角膜実質にコレステロ
ールが沈着して白く濁り、視力障害が発生することが報告されている。ヒトでは UBIAD1遺伝
子の点変異による眼の病態以外、他の臓器における機能異常に関する報告はない。しかし、
UBIAD1 は種を超えて高度に保存されている遺伝子であり、菌類では、MK-n が膜における電
子キャリアとして機能するため、UBIAD1ホモログであるMenAが欠如すると菌は生育不能と
なる。また、ショウジョウバエでは、UBIAD1のホモログであるHeixが変異することで、パー
キンソン病関連遺伝子である Pink1 を変異させた場合と全く同様にミトコンドリアの電子伝達
が破綻する（Vos M. et al, Science 2012）。この Heix変異体と Pink1変異体で認められるミト
コンドリア破綻は、MK-4 を供給することで完全に抑制されることも報告されている。これは、
MK-4 がミトコンドリアにおける電子伝達系の維持に重要な役割を担っていることを示すもの
である。Heix（UBIAD1ホモログ）と相互作用する Pink1は、心血管機能の維持にも重要な因
子であり、Pink1欠損マウスでは心不全が起こる（Billa F. et al, PNAS 2010）。また、Pink1や
Pink1 と相互作用するパーキンソン病原因遺伝子 Parkin は、オートファジー制御に関与する
（Mouton-Liger F. et al, Front. Mol. Neurosci. 2017 ）。UBIAD1もオートファジー制御に関与
している可能性があり、UBIAD1及び MK-4 が全組織において細胞機能維持に重要な役割を担
っていることが予想される。また、申請者が作成した全身性 UBIAD1欠損マウスは胎生早期に
致死となるが、この致死がMK-4を供給するのみでは完全には改善しないことからも、UBIAD1
自身に何らかの機能があることが強く示唆される。 
そこで本研究では、UBIAD1を時期空間特異的に欠損させることができるコンディショナルノ
ックアウトマウスを用いて、組織特異的なUBIAD1およびMK-4の生理機能解明を試みること
とした。 
 
２．研究の目的 
ビタミン KのMK-4への変換を担う酵素である UBIAD1は、個体発生に必須因子であり、ビ
タミン K は、血液凝固因子や骨形成因子の活性化を担うだけでなく、神経細胞の生存維持や分
化、血管石灰化抑制、抗がん作用など幅広い生理活性を持つ。UBIAD1及び MK-4は全身の全
ての組織に存在するが、各組織で MK-4 が生合成される意義は未だ十分に解明されていない。
そこで本研究では、UBIAD1 を時期空間特異的に欠損させることができるコンディショナルノ
ックアウトマウスを用いて、組織特異的なUBIAD1およびMK-4の生理機能解明を目指す。 
 
３．研究の方法 
UBIAD1 を時間空間的に欠損させることが可能な UBIAD1(flox)マウスと各種 cre リコンビナ
ーゼ発現マウスを用いてコンディショナルノックアウトマウスを作出した。本研究では、
Tamoxifen投与依存的に全身でUBIAD1欠損を惹起できるマウス（CAG-cre-Esr）を用い、出
生後から成熟過程における UBIAD1の機能について、主に骨形成への影響を中心に解析した。
成長及び骨形成状態の評価を行い、μCT により骨密度を解析した。組織学的評価としては、組
織切片を作製して HE 染色及び Safranin O 染色を行った。骨組織における遺伝子発現の変化
は、Real time RT-PCRにより評価した。細胞レベルでの解析としては、UBIAD1欠損マウス軟
骨より初代培養細胞を単離し、細胞機能を解析した。 
また、株化細胞で軟骨前駆細胞株である ATDC5 細胞を用いて、UBIAD1 に対する siRNA を
導入し、UBIAD1ノックダウンの影響を評価すると共に、MK-4供給、UBIAD1発現ベクター
の導入による効果を評価し、MK-4 により制御される機能と UBIAD1が担う機能の解析を行な



った。なお、軟骨細胞の増殖能についてはWST-8 assayを行い、分化能については Alucian blue
染色により評価した。 
 
４．研究成果 
 Tamoxifen 誘導型全身性 UBIAD1 欠損（CKO）マウス（雄性）を用いて、生後 1 週齢より
Tamoxifen投与により UBIAD1欠損を誘導し、4週齢における成長状態と骨形成を評価した。
その結果、対照群である Control マウスおよび Tamoxifen を投与していない CKO マウスに比
べ、Tamoxifen投与により UBIAD1欠損を誘導した CKOマウスでは、体長や体重が小さく、
成長不良となることがわかった。UBIAD1欠損を誘導した CKOマウスの大腿骨では、MK-4濃
度は対照群に比べ有意に減少しており、骨形態においては、骨長が短く、海綿骨・皮質骨・骨全
体の骨密度低下が認められている。このことから、UBIAD1 欠損が骨形成の低下を引き起こす
ことが明らかとなった。そこで、この骨形成の低下が何に起因するのかを明らかにするため、骨
組織標本を作製し評価を行った。その結果、大腿骨骨端部の軟骨層において、増殖軟骨層と肥大
軟骨層が圧縮されており、特に肥大軟骨層が薄く細胞が小さいことを見出した。そこで、骨端軟
骨における軟骨形成因子のmRNA発現量を解析した結果、UBIAD1欠損を誘導した CKOマウ
スでは、軟骨形成・分化に必須の因子である Sox9, Aggrecan, Collagen type2（Col2a1）, Collagen 
type10（Col10a1）のmRNA発現量が有意に低値であることがわかった。UBIAD1欠損が骨に
おいて特に軟骨形成に影響していることが示唆されたことから、さらに細胞レベルでの解析を
行うため、CKOマウスより初代培養軟骨細胞を単離培養し、軟骨細胞の増殖能および分化能に
対するUBIAD1欠損の影響を解析した。CKOマウス由来初代培養軟骨細胞に 4-OH-Tamoxifen
を添加することで UBIAD1欠損を誘導した結果、細胞の増殖能および分化能は有意に低下し、
軟骨細胞分化因子で肥大軟骨細胞への分化マーカーである Col10a1 の mRNA 発現量の有意な
低下が認められた。 
 以上より、UBIAD1 が骨形成に必須の因子であり、特に軟骨形成に重要な役割を担っている
ことをマウス個体レベルおよび細胞レベルで明らかにし、UBIAD1 が骨形成に重要な役割を担
っていることを見出した。 
 CKOマウスを用いた解析で、UBIAD1欠損が軟骨形成に影響することが明らかとなったこと
から、さらに軟骨細胞の増殖および分化に対する UBIAD1 の影響および UBIAD1 により変換
生成する MK-4 の影響について、軟骨前駆細胞株である ATDC5 細胞を用いて細胞レベルで検
討を行った。CKOマウスにより個体レベルでの検討では、UBIAD1欠損により生じた軟骨形成
不全が、UBIAD1欠損そのものの影響によるのか、変換生成する MK-4量が減少したことによ
るのかは明らかにできなかったため、ATDC5細胞に UBIAD1に対する siRNAを導入すること
でUBIAD1発現をノックダウンし、UBIAD1発現低下による軟骨細胞への影響を評価し、その
細胞に対して MK-4 を処理することで、MK-4 の作用について解析した。さらに、UBIAD1 発
現をノックダウンした ATDC5細胞に、ヒトUBIAD1発現プラスミドを導入してUBIAD1を強
制発現させることで、軟骨細胞機能に対する UBIAD1の寄与についても解析を行った。その結
果、UBIAD1発現をノックダウンした ATDC5細胞では、UBIAD1欠損マウス由来初代培養軟
骨細胞と同様に、増殖能および分化能の有意な低下が認められた。この UBIAD1をノックダウ
ンした細胞に対し、MK-4を処理した場合においては、MK-4により増殖能と分化能が有意に低
下する結果となった。これは UBIAD1 をノックダウンしていないコントロール siRNA 導入細
胞でも同様であった。このことから、MK-4は軟骨細胞に対し、増殖や分化を抑制する方向に制
御調節している可能性があることが示唆された。一方、UBIAD1ノックダウン ATDC5細胞に、
ヒトUBIAD1発現プラスミドを導入し、UBIAD1発現を増加させた場合においては、増殖能お
よび分化能が有意に亢進する結果となった。これらのことから、軟骨細胞の増殖や分化に対して、
UBIAD1は促進する方向に働き、逆にUBIAD1により変換生成されるMK-4は、軟骨細胞が過
剰に増殖・分化することを防ぐように抑制的に働いていると推察された。 
これまで、軟骨細胞や軟骨形成における UBIAD1 や MK-4 の役割は全く解析されていなかっ
たが、本研究により、初めてUBIAD1およびMK-4が軟骨細胞の増殖や分化を調節する重要な
役割を担うことが明らかとなった。本研究の成果は、加齢に伴い進行する骨粗鬆症や変形性関節
症などの骨疾患の予防や治療に対して、UBIAD1およびビタミン Kが有用かつ重要であること
を立証する科学的エビデンスの一つとなり、将来の骨疾患予防・治療に大いに貢献できるもので
あるといえる。 
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