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研究成果の概要（和文）：　我々は、骨芽細胞に特異的に発現するosterixプロモーターの下流にCreを発現するマウス
を用いて、骨芽細胞特異的なUbiad1遺伝子ノックアウトマウスを作出した。作出したマウスは、体長や体重が野生型と
比較して著しく低値を示した。また、UBIAD1タンパク質の機能解析を行った。その結果、UBIAD1は種を超えて高度に保
存された領域が4ヶ所存在することが明らかとなった。さらに、UBIAD1の点変異解析からコレステロールの合成量やUBI
AD1の細胞内局在が変化するアミノ酸を見い出した。以上のことから、骨に対するUBIAD1の役割やUBIAD1タンパク質の
構造機能的特徴の一端を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We have generated mice with bone-specific deficiency of noble vitamin K synthesis 
enzyme UBIAD1, using mice expressing Cre downstream of the osterix promoter that is specifically 
expressed in osteoblasts. The lengths and the weights of the generated mice exhibited significantly lower 
values as compared to those of wild type mice. Further, on performing a functional analysis of UBIAD1, 
four highly conserved regions were observed across the UBIAD1 variants. A point mutational analysis of 
UBIAD1 revealed changes in the amino acids involved in cholesterol synthesis and changes in the 
subcellular localization of UBIAD1. The obtained data has improved clarity on the structure-function 
relationship of UBIAD1 and the role of the UBIAD1 in bones.

研究分野：分子栄養学

キーワード： ビタミンK　UBIAD1　骨代謝　骨特異的遺伝子欠損マウス　タンパク質機能解析

  １版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 ヒトが食事から摂取するビタミン K は、
主に野菜に含まれる phylloquinone（PK）で
ある。ラットやマウスの飼育飼料に含まれ
るビタミン Kは menadione（MD）が大部分
を占め、その他には PK が僅かに含まれて
いるのみである。しかし、生体内には、摂
取量の少ない menaquinone-4（MK-4）がも
っとも高濃度に存在することが報告されて
きた。このように、MK-4 を殆ど摂取して
いないにもかかわらず組織中に MK-4が最
も高濃度に存在することから、体内で
MK-4 へ変換される機構が存在すると考え
られてきた。そこで、我々は、小腸からの
吸収経路をカニュレーションしたラットを
用いた検討から、PKは摂取後、一部は PK
のままリンパ管より吸収されるが大半は小
腸の上皮細胞に存在する側鎖切断酵素によ
り、MD に代謝された後、リンパ管から吸
収され、血液を介して全身の組織へ移行す
ることを明らかにした。移行した MD は、
各組織において MK-4に変換され、生理機
能を発揮することを見い出し、このような
ビタミンKの生体内利用がヒトでも起こる
ことを証明した［Hirota Y. J. Biol.Chem. 
(2013)］。さらに、PK から MK-4 への変換
の鍵酵素となる新規 MK-4 合成酵素 UbiA 
prenyltransferase domain containing protein 1
（UBIAD1）を世界に先駆けてヒトで同定
することに成功した［K.Nakagawa, Y.Hirota 
Nature (2010)］。UBIAD1は、全身の組織で
発現していること、その組織内発現量と
MK-4 合成活性および組織内 MK-4 濃度が
極めてよく相関することが判明している。
また、組織内 MK-4濃度が組織ごとに常に
一定濃度に維持されていることから、MK-4
がUBIAD1により産生調節を受けながら何
らかの組織選択的な生理機能を担っている
可能性が考えられる。そこで、我々は
UBIAD1 の生理機能を明らかにするために、
Cre/loxPシステムを用いて全身性の Ubiad1
遺伝子欠損マウスの作出を試みたが、胎生
7～10 日齢で致死となった［K.Nakagawa, 
Y.Hirota PLoS One (2010)］。 
 
２．研究の目的 
 全身性の Ubiad1 遺伝子欠損マウスが胎
生致死となったことから、次に我々は組織
特異的な Ubiad1 遺伝子欠損マウスの作出
を目指した。MK-4 は脳に非常に高濃度存
在することやアルツハイマー病患者におい
て、ビタミン K濃度が有意に低下すること
が報告されており、MK-4 が脳において重
要な生理作用を担うことが示唆される。そ
こで、脳における MK-4の役割を明らかに
するため、脳神経特異的な Ubiad1遺伝子欠

損マウスの作出を目指した。nestin は、神
経上皮幹細胞の中間径フィラメントであり、
脳神経に発現することが報告されているた
め、Cre リコンビナーゼを nestin プロモー
ターの下流に発現するマウスを購入し、
Ubiad1 遺伝子を 2 個の loxP 配列で挟んだ
（Ubiad1flox/flox）マウスと交配さることで脳
神 経 特 異 的 な Ubiad1 遺 伝 子 欠 損
（Ubiad1nestin

-/-）マウスを作出した。その結
果、Ubiad1nestin

-/-マウスの脳内にはMK-4は
全く認められないマウスの作出に成功した。 
作出したマウスの脳機能は、現在解析を行
っているが、表現型解析を行う際に野生型
のマウスに比べ Ubiad1nestin

-/-マウスは、体長
が著しく小さく体重も 30％以上低下した
ことから、Ubiad1nestin

-/-マウスは骨に何らか
の表現型があらわれたと考えられる。そこ
で、動物用CTを用いて評価を行なった結
果、皮質骨および全骨密度がいずれも有意
に低下していた。最近 Simónらは nestinが
間葉系幹細胞に広く発現すること、さらに
間葉系幹細胞から分化した骨芽細胞・軟骨
細胞・脂肪細胞にも発現することを報告し
ている［Nature, (2010)］。Ubiad1nestin

-/-マウ
スは、骨に存在する Ubiad1遺伝子が欠損し
たことにより、骨密度が低下したと考えら
れる。そこで、我々はビタミン Kの標的組
織である骨に対するUBIAD1の生理的機能
を明らかにするため本研究を行った。これ
までに、骨に対する UBIAD1の役割は全く
報告されていないが、我が国では骨粗鬆症
治療薬（グラケー®）としてMK-4が臨床応
用されているように、ビタミン Kと骨との
関係はこれまでに多くの報告がある。そこ
で、骨において UBIAD1がMK-4を合成す
る意義を明らかにするため骨特異的
Ubiad1遺伝子欠損マウスを作出し、細胞お
よび動物レベルで機能・表現型解析を行う。 
 また、骨特異的 Ubiad1遺伝子欠損マウス
の表現型解析に時間がかかることが予想さ
れたため、我々は Baculovirus発現系を用
いて Spodoptera frugiperda幼虫由来細胞
（Sf9細胞）にヒト UBIAD1を強発現させ
発現させた UBIAD1を用いて、タンパク質
の機能解析を行った。 
 
３．研究の方法 
（１）骨芽細胞特異的 Ubiad1遺伝子欠損マ
ウス（Ubiad1osx

-/-）の作出および表現型解析 
 1960年にビタミン Kが、ウサギの実験的
骨折部位の骨膜仮骨の形成を促進すること
を Bouckaert らが報告しており［Nature, 
(1960)］、Koshihara らも、ビタミン K 同族
体の中でも MK-4が骨形成促進作用と骨吸
収抑制作用の二つの作用を有することを報
告している［J. Endocrinol., 2003］。このよ



うなことから、MK-4 は骨形成および骨吸
収のいずれも重要な役割を担うことが考え
られる。そこで、MK-4 を合成する酵素
UBIAD1 を欠損した動物を作出することに
より、骨における MK-4合成の意義を明ら
かにする目的で本研究を行った。これまで
に我々は、全身性の Ubiad1遺伝子欠損マウ
スを作出するため、Ubiad1遺伝子を 2個の
loxP 配列で挟んだ Ubiad1flox/floxマウスを作
出した。このマウスと骨芽細胞に特異的に
発現する osterix（osx）プロモーターの下流
に Creを発現する osx-Creマウスを交配し、
骨芽細胞特異的な Ubiad1 遺伝子ノックア
ウト（Ubiad1osx

-/-）マウスの作出を行った。
交配に使用する osx-Cre マウスは、東京医
科歯科大学 竹田秀教授から御恵与いただ
いた。作出した Ubiad1osx

-/-マウスは表現型
解析は、初めに各週齢における体重の変化
やリン、カルシウム、オステオカルシンな
どの骨に関連する血液マーカーの挙動、動
物用CTを用いた骨組織の形態計測等を行
った。 
 
（２）UBIAD1タンパク質の機能解析 
 ①UBIAD1を発現したSf9細胞由来ミク
ロソームを用いた検討：UBIAD1発現 Sf9
細胞よりミクロソーム画分を抽出し、
UBIAD1の酵素反応条件（反応基質および
側鎖基質の特異性、還元剤 DTT および金
属イオンの要求性、Statinの阻害作用）に
ついて検討した。UBIAD1 の活性は
LC-APCI-MS/MS測定により評価した。 
 
②UBIAD1変異体を発現したSf9細胞由来
ミクロソームを用いた検討：ヒト UBIAD1
のアミノ酸配列について大腸菌menAおよ
びヒト COQ2 酵素ファミリーとの相同性
検索を行い、種を超えて高度に保存されて
いる領域およびアミノ酸の特定を行った。
検索により得られた UBIAD1 の高度保存
領域について、その領域の欠損変異体を発
現する Sf9細胞を樹立し、ミクロソーム画
分を用いて、UBIAD1タンパク質の発現お
よびMK-4合成活性を評価した。 
 
③UBIAD1 変異体を発現した MG63 細胞
を用いた検討：UBIAD1の点変異ベクター
をMG63細胞に安定形質導入し、UBIAD1
タンパク質の発現およびMK-4合成活性を
評価した。また、N-Ethyl-N-(2-hydroxy 
-3-sulfopropyl)-3,5-dimethoxyaniline 
sodium salt（DAOS）法を用いて細胞内コ
レステロール濃度を測定した。さらに、
UBIAD1 変異体の細胞内局在を確認する
ため、小胞体およびゴルジ体を免疫染色し、
共焦点レーザー顕微鏡により UBIAD1 の
細胞内局在を観察した。 
 
④UBIAD1点変異疾患 Schnyder Corneal 
Dystrophy（SCD）患者由来 B細胞を用い

た検討：アメリカ国立衛生研究所の Dr. 
Nickerson より御供与頂いた SCD 患者由
来 B細胞を用いて、UBIAD1タンパク質の
発現およびMK-4合成活性を評価した。 
 
４．研究成果 
（１）骨芽細胞特異的 Ubiad1遺伝子欠損マ
ウス（Ubiad1osx

-/-）の作出および表現型解析 
 我々は、骨芽細胞に特異的に発現する
osterix（osx）プロモーターの下流に Cre
を発現する osx-Creマウスを用いて、骨芽
細胞特異的な Ubiad1 遺伝子ノックアウト
（Ubiad1-cKO）マウスの作出に成功した。
作出した Ubiad1-cKOマウスは、体長や体
重が野生型と比較して、著しく低値を示し
た。現在、摘出骨の組織標本を作製しオス
テオカルシンなどの骨関連タンパク質の蛍
光免疫染色など骨形態計測を行い、表現型
解析を行っている。 
 
（２）UBIAD1タンパク質の機能解析 
①UBIAD1を発現したSf9細胞由来ミクロ
ソームを用いた検討 
 UBIAD1発現Sf9細胞ミクロソームを酵
素源として、UBIAD1の酵素反応特性を検
討した結果、PKとMDのいずれを用いた
場合においてもMK-4への変換活性が認め
られ、MDを基質とした場合の方が、MK-4
を多く生成した。また、側鎖基質である
GGPPについても添加量依存的なMDから
MK-4 の生成が認められた。さらに、
UBIAD1 の酵素反応条件に関して、至適
pH および還元剤と金属要求性を検討した
結果、pH8.5～9.0の塩基性条件下、0.1 mM
以上の DTT 存在下、金属イオン非存在下
においてMK-4合成活性が最も高いことが
明らかとなった。また、生体内でメバロン
酸代謝経路より産生されるイソプレニル化
合物は、GGPP のみならず、 geranyl 
pyrophosphate（GPP）および farnesyl 
pyrophosphate（FPP）も存在することか
ら、GPPおよび FPPを側鎖基質とした場
合の UBIAD1の活性についても検討した。
その結果、Mg2+存在下では、GPP を側鎖
基質として MDの MK-2への変換反応が、
Ca2+存在下では FPP を側鎖基質として
MDのMK-3への変換が起こることが明ら
かとなった。MK-4 の生合成にメバロン酸
代謝経路が関与していることから、メバロ
ン酸代謝経路阻害剤の影響についても検討
を行った。その結果、脂溶性 Statin が
UBIAD1 の酵素活性を直接阻害すること
を見い出した。 
 
②UBIAD1変異体を発現したSf9細胞由来
ミクロソームを用いた検討 
 UBIAD1 において高度に保存されてい
る領域およびアミノ酸を特定するため、大
腸菌 menA およびヒト COQ2 酵素ファミ
リーに対する相同性解析を行った。その結



果、UBIAD1には種を超えて高度に保存さ
れた領域が 4ヶ所存在することが明らかと
なった。さらに、N102、K109、D112、
R119、C145、T175、K181、Y182、N232、
D236、E238、D240 のアミノ酸が高度に
保存されていることも明らかとなった。そ
こで、UBIAD1 保存領域（Conserved 
region I～IV）を欠損させた変異体を Sf9
細胞で過剰発現させ、ミクロソームを抽出
して酵素活性を測定した。その結果、
UBIAD1 としての酵素活性は全く検出さ
れなかった。このことからこれら 4つの保
存領域は活性発現に極めて重要であると考
えられる。さらに、これらの領域内におい
て高度に保存されているアミノ酸について
アラニン変異体を作製し、これらを過剰発
現させた Sf9細胞のミクロソームを用いて、
酵素活性を測定した。その結果、GPPを側
鎖基質とした場合、D112A、K181A、Y182A
の点変異体ではMK-2合成活性は有意に低
下し、逆に K109A、C145A、D236A、E238A
の点変異体では活性が上昇した。FPPを側
鎖基質とした場合、K181A、Y182A、D240A
の点変異体では MK-3 合成活性は低下し、
逆に K109A、D112A、C145A、D236A、
E238A の点変異体では活性が上昇した。
GGPP を側鎖基質とした場合、D112A、
K181A、Y182A の点変異体では MK-4 合
成活性は低下し、逆に K109A、C145A、
D236A、E238A の点変異体では活性が上
昇した。また、SCD で報告されている
UBIAD1の点変異のうち、S75F、N102S、
D112G、R119G、T175I、N232Sについて
も検討した結果、SCD症状を発症しない点
変異である S75FではMK-4合成活性に変
化は認められなかったが、他の N102S、
D112G、R119G、T175I、N232Sの変異体
では活性が有意に低下した。しかし、FPP
を側鎖基質とすると D112G 点変異体での
みMK-3合成活性の上昇が認められた。以
上のことから、UBIAD1の 4つの保存領域
はプレニル化反応を担う重要な部位である
と考えられる。 
 
③UBIAD1 変異体を発現した MG63 細胞
を用いた検討 
 D112、C145、K181および E238のアラ
ニン変異体発現ベクターを安定形質導入し
た MG63 細胞を樹立し、MD から MK-4
への変換活性を LC-APCI-MS/MS により
測定した結果、D112Aと C145Aでは変換
活性の低下が認められた。これらの細胞内
コレステロール量を測定した結果、D112A
と C145Aの UBIAD1変異体では、コレス
テロール濃度が有意に増加していた。この
ことから、UBIAD1のMK-4合成活性がコ
レステロールの産生に関与していることが
強く示唆された。また、UBIAD1変異体の
細胞内局在を検討した結果、UBIAD1 や
C145A、E238Aはゴルジ体に局在したが、

D112Aと C145Aは、小胞体に局在した。 
 
④UBIAD1点変異疾患 Schnyder Corneal 
Dystrophy（SCD）患者由来 B細胞を用い
た検討 
 角膜においてコレステロールの蓄積が生
じるSCD患者由来B細胞のうち、N102S、
G177E、G177Rの点変異を持つ細胞では、
MK-4 の合成活性の低下が認められた。こ
のことからも、UBIAD1 の点変異による
MK-4 合成活性の低下と、細胞内コレステ
ロール量の増加が関連していることが示唆
された。 
 

図 UBIAD1タンパク質の予想される 2次構造 
 
 以上のことから、UBIAD1の酵素的特徴
および UBIAD1 の各種変異体を用いた検
討により構造機能的特徴の一端を明らかに
した。まず、酵素的特徴としては、pH8.5
～9.0の塩基性条件下、0.1 mM以上のDTT
存在下、金属イオン非存在下において
MK-4 合成活性が最も高いことがわかった。
また、GPP や FPP も側鎖源として
UBIAD1に認識され、プレニル化の基質と
なることもわかった。さらに、脂溶性
Statin が UBIAD1 を直接阻害することも
見い出した。構造機能的特徴としては、
UBIAD1の Conserved region Iは、2次構
造上 3番目と 4番目の小胞体膜貫通部位を
つなぐ小胞体膜外ループ領域に位置し、保
存領域欠失変異体および N102、K109、
D112、R119変異体の結果から側鎖を認識
する polyprenyldiphosphate結合領域であ
ると考えられる。このうち特に、112 番目
のアスパラギン酸は FPP から MK-3 を合
成する際に重要な基質認識部位と予想され
る。Conserved region IIは、2次構造上 4
番目の小胞体膜貫通部位に位置し、保存領
域欠失変異体および C145 変異体の結果か
ら、CxxC motifが存在する酸化還元ドメイ
ンであると考えられる。Conserved region 
IIIは、2次構造上 5番目と 6番目の小胞体
膜貫通部位をつなぐ小胞体膜外ループ領域
に位置し、保存領域欠失変異体およびT175、
K181、Y182変異体の結果から、UBIAD1
タンパク質の構造維持に寄与する領域と考
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えられる。Conserved region IVは、2次構
造上 7番目と 8番目の小胞体膜貫通部位を
つなぐ小胞体膜外ループ領域に位置し、保
存領域欠失変異体および N232、D236、
E238、D240変異体の結果から、UBIAD1
の活性発現において酵素タンパク質の安定
化に寄与する部位であると推察される（図） 
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