
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１１３０１

基盤研究(B)（一般）

2016～2014

組織内活性型ビタミンKの内分泌調節作用とその機構解析

Effect of activated vitamin K analogue on endocrine function

４０２０６２８０研究者番号：

白川　仁（SHIRAKAWA, Hitoshi）

東北大学・（連合）農学研究科（研究院）・准教授

研究期間：

２６２９２０６３

平成 年 月 日現在２９   ５ １５

円    13,000,000

研究成果の概要（和文）：ビタミンKは肝臓における血液凝固因子の産生や骨代謝に必須の微量栄養素である。
ビタミンKの生体内分布を見ると、肝臓や骨以外にも、膵臓、脳、生殖線に大量に存在する。しかし、それらの
臓器でのビタミンKの役割については未だ不明な点が多い。本研究では、膵臓からのインスリン分泌に及ぼすビ
タミンKの影響について解析を行い、ビタミンKが膵β細胞からのグルコースに依存したインスリン分泌の増強作
用を有していることを見出した。また、その作用機序について細胞内cAMP量の増加、EPACの活性化によることを
示した。

研究成果の概要（英文）：Vitamin K is the micronutrient which is essential for blood coagulation 
system and bone metabolism in animals. The distribution of vitamin K is not only restricted in liver
 and bone, but also other organs including brain, gonadal tissues and pancreas. However, the 
functions of vitamin K in those tissues are remaining to be clarified. In this study, we analyzed 
the effect of vitamin K on insulin secretion from pancreatic beta cells. Vitamin K enhanced glucose 
dependent insulin secretion via the up-regulation of intracellular cAMP. Our results suggested that 
vitamin K regulates insulin secretion in pancreas.

研究分野：栄養化学
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１．研究開始当初の背景 
ビタミン Kは、高等動物において血液凝固
や骨代謝に関与する必須の微量栄養素であ
る。天然にはフィロキノン（ビタミン K1）と
メナキノン類（ビタミン K2）が存在する。ほ
乳類におけるビタミンKの組織分布を見ると、
血液凝固因子を産生する肝臓や骨組織以外
に、脳、膵臓、生殖腺などに多量に含まれて
いる（図 1）。しかし、肝、骨組織以外でのビ
タミンKの役割については未だ不明な点が多
い。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
２．研究の目的 
膵臓におけるビタミン Kの作用、特にイン
スリン分泌制御における役割を解析する。こ
れまでに、糖尿病モデル動物にビタミン K欠
乏食を与えるとインスリン分泌能が低下す
ることを見出している。一方、ビタミン Kに
よる糖代謝改善作用が少数の臨床試験、疫学
調査で示唆されている。しかし、その作用機
序については不明である。本研究では、膵臓
由来分離ランゲルハンス島、株化膵β細胞を
用いて、ビタミン Kがインスリン分泌に与え
る影響とその作用機序について解析を行っ
た。 
 
３．研究の方法 
(1) 膵ランゲルハンス島、株化β細胞からの
グルコース依存性インスリン分泌に与える
ビタミン Kの影響 
ラット膵臓より、コラゲナーゼ灌流法によ
り、膵ランゲルハンス島を調製した。バッチ
インキュベーションで、グルコース刺激後に
培地中へ分泌されるインスリン量をELISA法
により測定した。また、ラット膵臓由来 INS-1
細胞においても同様に解析した。 
 
(2) ビタミン Kによる細胞内 cAMP 量の変化 
ビタミンKで細胞を処理した場合の細胞内
cAMP量の変化をビタミンKによりステロイド
産生が変化する精巣由来細胞（I-10）を用い
て解析した。 
 
(3) グルコース依存性インスリン分泌増強
における作用点の解析 
ビタミンKによるグルコース依存性インス
リン分泌の増強効果が観察されたことから、
INS-1細胞にCREBレポーター遺伝子を導入し、

A キナーゼ（PKA）の関与を解析した。また、
EPAC 阻害剤で処理した場合の影響を解析し
た。 
 
４．研究成果 
(1) グルコース依存性インスリン分泌に及
ぼす影響 
分離ランゲルハンス島をグルコースとビ
タミン Kで処理し、一定時間内に培地中へ分
泌されるインスリン量を測定した。その結果、
ビタミンKは比較的低濃度のグルコースで刺
激した場合のインスリン分泌量を上昇させ
た。一方、高濃度のグルコースの刺激では分
泌量に変化は見られなかった。また、用いた
ビタミン K（メナキノン-4）の側鎖類縁体で
あるゲラニルゲラニオールやファルネソー
ルで処理した場合、インスリン分泌量の上昇
が観察された。このことから、ビタミン Kに
よるインスリン分泌量の上昇には、側鎖であ
るイソプレノイド構造が重要であると推定
された。 
また、INS-1 細胞を用いて同様の解析を行
ったところ、ビタミン Kは低濃度のグルコー
ス刺激によるインスリン分泌を増強させ、高
濃度のグルコースでは影響が見られなかっ
た。ゲラニルゲラニオールで処理した場合、
インスリン分泌量の上昇が観察されなかっ
た。以上のことから、ビタミン Kは低濃度の
グルコース刺激によるインスリン分泌を増
強させること、また、その側鎖構造体につい
ては細胞により影響が異なることが示唆さ
れた。 
 
(2) 細胞内 cAMP 量の変化 
精巣由来細胞において、ビタミン Kはアデ
ニル酸シクラーゼを活性化させ、cAMP-PKA 経
路を活性化させることが明らかになってい
る。cAMP-PKA 経路は膵β細胞において、イン
クレチンによって活性化され、グルコース応
答性インスリン分泌量を増加させる。そこで、
ビタミン K 処理による細胞内 cAMP 量の変化
を測定した。まず、精巣由来 I-10 細胞にお
いて、ビタミン K は細胞内 cAMP 量を濃度依
存的に増加させた（図 2） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
また、INS-1 細胞においても同様の変化が
観察された。以上のことから、ビタミン Kは
細胞内 cAMP 量を増加させ、インスリン分泌
量を上昇させると推定された。 
 

図 1 ラットにおけるビタミン Kの組織分布 

図 2 ビタミン Kによる細胞内 cAMP 量の増加 



(3) 作用点の解析 
インクレチンは、膵β細胞内で、cAMP 量を
増加させ、PKA や EPAC を活性化させ、インス
リン分泌量を増加させる。まず、PKA の活性
化について、PKA の下流因子である CREB の活
性化をレポーター遺伝子を用いて解析した。
cAMP 応答配列をもつレポーター遺伝子を
INS-1 細胞にトランスフェクションし、グル
コース、ビタミン Kで処理後のレポーター活
性を測定した。その結果、ビタミン K処理に
よるレポーター活性の変化は見られなかっ
た。続いて EAPC の経路についてその阻害剤
を用いて解析した。EPAC 阻害剤は、ビタミン
K によるインスリン分泌上昇を阻害した。以
上のことから、ビタミン Kによるグルコース
依存性インスリン分泌の上昇作用は
cAMP-EPAC 経路を活性化することにより起こ
ると推定された。ビタミン K により細胞内
cAMP 量の増加が見られる精巣由来細胞にお
いては、PKA の活性化が見られることから、
細胞腫によって cAMP の下流経路の活性化が
異なることが示唆された。また、マクロファ
ージ、肝臓由来細胞において、cAMP 量、PKA
の活性化が見られなかったことから、ビタミ
ン Kの作用は、アデニル酸シクラーゼを直接
活性化させるのではなく、細胞表面に存在す
る受容体を介している可能性が示唆された。 
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