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研究成果の概要（和文）：本研究においては、神経細胞および骨芽細胞特異的γ-グルタミルカルボキシラーゼ(GGCX)
欠損マウス、骨芽細胞および破骨細胞特異的pregnane X receptor(PXR)欠損マウスの作製を行い、これまで未解明であ
った肝臓外におけるビタミンK作用に関する示唆に富む結果を得た。また、神経細胞株におけるGGCXの新規基質候補蛋
白、骨芽細胞株におけるsteroid and xenobiotic receptor(ヒトにおけるPXR相同遺伝子)応答性long non-coding RNA
を同定し得た。

研究成果の概要（英文）：In this study, we were able to obtain many insights concerning extra-hepatic funct
ion of vitamin K by generating neural cell- and osteoblast-specific gamma-glutamyl carboxylase (GGCX) knoc
kout mice and osteoblast- and osteoclast-specific pregnane X receptor (PXR) knockout mice. In addition, we
 discovered candidates of GGCX substrates in nueral cells, and two long non-coding RNAs induced by agonist
s of steroid and xenobiotic receptor (human ortholog of PXR) in an osteoblastic cell line.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

ビタミン Kは、血液凝固に必要な因子とし

て発見されたが、骨折予防効果が臨床試験に

よって示され、疫学的には動脈硬化や認知症

など複数の加齢性疾患にも関わるなど多彩

な作用が推測されている。ビタミン Kの作用

としては、γ-グルタミルカルボキシラーゼ

（GGCX）によるタンパク質の翻訳後修飾（γ

カルボキシル化；Gla 化）を介する作用が古

くから知られるが、核内受容体 steroid and 

xenobiotic receptor (SXR)による遺伝子の転写

調節を介する作用が存在することをこれま

でに我々は示してきた。GGCX および SXR

は全身で発現していることが知られ、ビタミ

ン K の多彩な作用を担っていることが推測

される。しかし、GGCX欠損マウスは出血傾

向により生後まもなく死亡するため、生体内

での機能を詳細に解析することは困難であ

った。また、SXRのマウスにおける相同遺伝

子である pregnane X receptor (PXR)を全身で

欠損するマウスが骨量減少を呈することを

以前我々は報告したが、この表現型をどの細

胞が担っているかに関しては in vivoモデルに

おいて示されてはいなかった。 

 

２．研究の目的 

本研究では、以上の背景を踏まえ、GGCX

を介する作用、SXRを介する作用の両面から、

凝固因子の影響で従来未解明であったビタ

ミン K の肝臓外における作用を組織特異的

遺伝子欠損動物モデルを用いて解析し、肝臓

外でのビタミン Kの役割を探り、さらにビタ

ミン K シグナルの下流分子および転写産物

が加齢性疾患における治療標的になりうる

かについての検討材料を得ることを目的と

した。 

 
３．研究の方法 

(1) 神経細胞特異的なGGCX欠損マウスの作

製および解析 

臓器特異的 GGCX 欠損マウスの作成は、

Cre/loxP を用いた臓器選択的な遺伝子欠損法

（conditional gene targeting）を用いた（Gu H et 

al. Science 265, 103, 1994）。これは、loxPと呼

ばれる配列で欠失させたい遺伝子のエクソ

ンを挟み、特定の臓器で DNA のリコンビナ

ーゼである Cre（loxP 配列を認識して組み換

えを起こし、間の配列を欠損させる）を発現

させることにより、特定の臓器で遺伝子を欠

失させる方法である。我々の研究室では、loxP

により GGCX が挟まれたコンディショナル

ノックアウトマウス（GGCX floxマウス）を

既に開発しており、本研究に用いた。この際

に、掛け合わせるマウスとして、神経細胞特

異的プロモータであるNestinプロモータによ

り駆動される Creが発現しているトランスジ

ェニックマウス（Nestin-Cre マウス）を用い

た。神経細胞における GGCX欠損マウスに対

しては、行動解析として握力試験、ロータロ

ッド試験を行った。 

 

(2) 神経細胞における新規 γ カルボキシル化

蛋白の同定 

ヒト神経芽細胞腫由来の SH-SY5Y 細胞に

Flag tagを付加した GGCXを過剰発現させ、

Flag抗体にて免疫沈降を行うことにより中枢

神経における GGCX 結合蛋白の精製を行っ

た。SDS-PAGEによる泳動ゲルを銀染色し、

GGCX と共沈する蛋白をゲルより切り出し、

質量分析にて蛋白の同定および同定された

蛋白における γカルボキシル化の有無を解析

した。 

 

(3) 骨芽細胞特異的なGGCX欠損マウスの作

製および解析 

GGCX floxマウスと掛け合わせるマウスに、

骨芽細胞特異的プロモータである α1(I)コラ

ーゲンプロモータにより駆動される Creが発

現しているトランスジェニックマウス

（Col1-Creマウス）を用い、骨芽細胞特異的

GGCX欠損マウスを作製した。また、このマ

ウスに卵巣摘除を行うことにより、低エスト

ロゲン下における GGCXの作用を解析した。 

 

(4) 骨芽細胞および破骨細胞特異的 PXR 欠

損マウスの作製 

我々の研究室では、loxP により PXR が挟

まれたコンディショナルノックアウトマウ

ス（PXR flox マウス）を既に開発しており、

Col1-Cre マウスとかけ合わせることにより、



骨芽細胞特異的 PXR欠損マウスを作製した。

また、破骨細胞特異的なプロモータであるカ

テプシン（Cathepsin）プロモータにより Cre

が駆動される Cathepsin-Creマウスを用い、破

骨細胞特異的に PXR を欠損するマウスを作

製した。 

 

(5) 骨 芽 細 胞 に お け る SXR 応 答 性

long-noncoding RNAの探索 

骨芽細胞における SXRを介する vitamin K

の作用を解析するために、骨芽細胞株 MG63

に SXRを過剰発現させた細胞を SXRのアゴ

ニストであるリファンピシンおよび vitamin 

K により刺激し、RNA-seqencing にて解析し

た。近年、蛋白に翻訳されないにもかかわら

ず機能を有する転写産物として注目されて

いる long non-coding RNAに着目し、SXRア

ゴニストにおける誘導の有無を次世代シー

クエンサーを利用して解析した。次世代シー

クエンサーはイルミナ社 GAIIxを用い、転写

産物の mapping には Top-Hat、assembly には

Cufflinksを用い、新規転写産物も含めて解析

を行った。最終的には IGV viewerにて視覚的

に転写産物を選択した。 

 

４．研究成果 

(1) 神経特異的異なGGCX欠損マウスの作製

と解析 

神経特異的な GGCX 欠損マウスは正常に

誕生し、特に外見上目立った変化は認めなか

った。行動解析においては、14ヶ月齢のメス

においてコントロールマウス（GGCX floxマ

ウス）と比べ、握力の低下を認めた。ロータ

ロッド試験においては、特に差を見出すこと

はできなかった。これらの結果より、神経組

織における GGCX が機能していることが示

唆された。 

 

(2) 神経細胞における新規 γ カルボキシル化

蛋白の同定 

神経芽細胞腫由来の細胞より精製した

GGCX 結合蛋白を質量分析により解析した

ところ、５種類の蛋白を同定し、そのいずれ

からもカルボキシル化グルタミン酸のシグ

ナルを検出した。これらの蛋白は神経細胞に

おける GGCX の新規基質である可能性があ

り、上記の GGCX欠損マウスの表現型を関連

することが期待される。 

 

(3) 骨芽細胞特異的なGGCX欠損マウスの作

製および解析 

骨芽細胞特異的 GGCX 欠損マウスは正常

に誕生し、特に外見上目立った変化は認めな

かった。4 ヶ月齢のメスマウスの骨密度を測

定すると GGCX欠損マウスは、コントロール

の Col1-Creマウスに比較し、骨密度に有意な

差があった。PXR欠損マウスの表現型と比較

解析した結果、骨芽細胞におけるビタミン K

の作用は、GGCX を介する作用と PXR を介

する作用の両方があることが示唆された。 

 

(4) 骨芽細胞および破骨細胞特異的 PXR 欠

損マウスの作製 

骨芽細胞および破骨細胞特異的 PXR 欠損

マウスは、正常に誕生し、特に外見上の変化

は認めなかった。これらのマウスにおいては、

引き続き解析を行っている。 

 

(5) 骨 芽 細 胞 に お け る SXR 応 答 性

long-noncoding RNAの探索 

RNA-sequencing により、リファンピシン、

ビタミン K という２種類の SXR アゴニスト

により誘導される long non-coding RNAを同

定し、誘導を定量的 RT-PCR法にて確認した。

このうちの片方は既知の non-coding RNA で

あったが、一つはデータベースには記載のな

い新規の転写産物であった。データベースに

登録されていない転写産物の同定は、従来の

マイクロアレイでは行うことができず、次世

代シークエンサーを用いた RNA-sequencing

はこのような転写産物を同定するうえで有

用な手法である。同定された転写産物は、骨

芽細胞における SXR を介するビタミン K 作

用を担う可能性があり、機能解析が期待され

る。 
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