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研究成果の概要（和文）：　ヒトやマウスの生体内では、摂取したPKは小腸で側鎖が切断され側鎖を持たないMD
となり、各組織中でUBIAD1によってMK-4へ変換される。これまでにビタミンK側鎖切断機構は全く明らかでな
い。そこで、ビタミンKの変換基質とならない2',3'-PKH2の生体内代謝機構の解明を行った。その結果、ビタミ
ンK側鎖切断酵素はPKの側鎖に存在する2位と3位の2重結合を選択的に認識し、切断することが分かった。今後、
ビタミンK側鎖切断酵素を同定することが出来れば、摂取したビタミンKがどのようなメカニズムで代謝吸収さ
れ、生理機能を発揮しているかが明らかになる。

研究成果の概要（英文）：　In humans and mice, ingested PK is MD which has a side chain cleaved in 
the small intestine and has no side chains and is converted into MK-4 by UBIAD1 in each tissue. 
Vitamin K side chain cleavage mechanism has not been elucidated so far and search of side chain 
cleavage enzymes is also difficult. So we elucidated the in vivo metabolic mechanism of 2',3'-PKH2. 
As a result, it was found that 2',3'-PKH2 is a vitamin K derivative not undergoing a side chain 
cleavage reaction, since MD which is an intermediate of the MK-4 conversion reaction was not 
detected at all in the lymph fluid .
 From the results of this study, it is considered that the vitamin K side chain cleavage enzyme 
selectively recognizes and cleaves double bonds at the 2nd and 3rd positions present in the side 
chain of PK. If vitamin K side chain cleavage enzyme can be identified in future, it is clarified 
what kind of mechanism the ingested vitamin K is metabolically absorbed and exercises physiological 
function.

研究分野：分子栄養学

キーワード： ビタミンK　側鎖切断酵素　2',3'-PKH2　代謝機構　UBIAD1　MK-4　MD
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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、摂取量の極めて
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いる。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。これまでに、申
請者らはビタミンK同族体からMK-4が生成
することを科学的に証明するため、ビタミン
K 同族体の 1,4-naphthoquinone 骨格に存在す
る水素原子を全て重水素に置換した重水素
標識 PK（PK-d7）を合成し、内因的に存在す
る MK-4 と区別して測定できる LC-APCI 
MS/MS を用いて、重水素標識 MK-4
（MK-4-d7）の生成を調べた。その結果、PK-d7

を投与したマウスの組織や細胞内で MK-4-d7

が検出され、生体内および細胞内でMK-4が
変換されることを科学的に証明することに
成功した［J.Biol.Chem. (2008)］。さらに、PK
から MK-4 への変換の鍵酵素となる新規
MK-4変換酵素 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［Nature 
(2010)］。ところが、UBIAD1によるMK-4変
換活性は、培養細胞において MDから MK-4
への変換活性は著しく高いが、PK を基質と
した場合はほとんど認めらない。つまり、
UBIAD1は側鎖を持たないMDに対するプレ
ニル化活性は高いが、側鎖を有する PK の
phythyl 側鎖を切断する活性は約 1/1000 程度
と著しく低いことが明らかにされている。し
かし、マウスやラットに PK を経口投与した
場合における MK-4への変換量は、MDを投
与した場合と同程度であることから、生体内
には PKの側鎖を切断しMDの形に代謝する
機構が存在することが示唆される。これまで
に、PK-d7 を静脈内または脳室内投与したマ
ウス大脳内のMK-4-d7濃度はほとんど検出さ
れないが、PK-d7 を経口または経腸投与した
マウス大脳内のMK-4-d7濃度は著しく増加す
ることから、腸において PK の側鎖切断反応
が起こると考えられる。そこで申請者は、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、
大半は小腸に存在すると予想される側鎖切
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。さらに、高分解
能 Orbitrap LC-MSにより構造同定を行い、リ
ンパ液中にMDが移行することを科学的に証
明し、このMDが各組織において UBIAD1に
よりMK-4に変換され、生理機能を発揮する
ことを見い出した（図 1）。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
報告した［J. Biol.Chem. (2013)］。 

 
２．研究の目的 
 本研究では食事から摂取したビタミン K
がMK-4へ変換されるビタミンKの生体内代
謝機構を統一的に理解するため、PKからMD
への側鎖切断反応機構解明を目指し、in vitro
や in vivo解析を行いビタミンK側鎖切断酵素
の同定を試みた。 
 
３．研究の方法 
側鎖切断反応を受けないビタミンK誘導体を
用いた側鎖切断反応様式の解明 
 Sato らは、PK の 2 位と 3 位に存在する二
重結合が飽和した 2’,3’-dihydrophylloquinone
（2’,3’-PKH2）を経口投与したラットでは、
組織中のMK-4濃度が増加しないことを報告
している［Biochim Biophys Acta, (2003)］。ま
た、2’,3’-PKH2 は欧米においてバターや食用
油は形状を安定化させるために行う水素添
加により食品中の PK が還元され生成する。
このような食品に含まれる 2’,3’-PKH2を多量
に摂取してもヒト血中のMK-4濃度が増加し
ないことを Thijssen らが報告している［Br J 
Nutr, (2006)］。ヒトやマウスには、MK-4合成
酵素 UBIAD1が全身に発現しているため、側
鎖切断反応が起こりMDが生成すれば、組織
中MK-4濃度が上昇する。しかし、2’,3’-PKH2

をマウスに投与しても大脳内MK-4濃度が増
加しないことから、2’,3’-PKH2は MD への側
鎖切断反応を受けないビタミン K 誘導体で
あると予想される。そこで、申請者は天然に
存在するビタミン K と分離分析するため、
重水素標識した 2’,3’-PKH2（2’,3’-PKH2-d7）
を用いることとした（図 2）。 
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図 1 生体におけるビタミン K変換機構 
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図 2 重水素標識ビタミン K同族体の構造式 



3-1．2',3'-PKH2-d7 の合成およびビタミン K
活性の評価 
 ビタミン K誘導体 2',3'-PKH2-d7は、芝浦工
業大学の須原義智教授に合成頂いた。合成方
法は、パラジウム存在下において接触還元法
を用いることによって、PK-d7を 2',3'-PKH2-d7

へと還元し合成を行った。新たに得られた
2',3'-PKH2-d7が、ビタミン K としての活性を
有しているかを明らかにするため、GGCX活
性および核内受容体である steroid and 
xenobiotic receptor（SXR）を用いた転写活性
を測定することにより、評価した。測定方法
は、これまでに報告した手法を用いた。 
 
2-2．MG63 細胞における 2',3'-PKH2 から
MK-4への変換活性 
 ヒト骨芽細胞様細胞（MG63 細胞）を用い
て、ビタミン K 同族体および誘導体から
MK-4への in vitroにおける変換活性を測定し
た。MG63 細胞は 10％ FCS、1％ PS を含む
L-DMEM培地（10％FCS含有 L-DMEM培地）
で、5％ CO2存在下、37 ℃で培養した。MG63
細胞は、4×105 cells/ 2 mL/ wellとなるように
播種し、5% CO2存在下、37℃で 24時間培養
した。24時間後に、MG63細胞に重水素標識
した PK-d7および 2',3'-PKH2-d7を最終濃度が
10-6Mとなるように培地中へ添加し、5% CO2

存在下、37℃でさらに 24 時間培養した。ま
た、10-5M PK-d7からMK-4-d7への変換反応に
対して 10-4M 2',3'-PKH2-d7が阻害するかを評
価するため、阻害活性を測定した。コントロ
ールには、エタノールを用い、いずれも培地
中のエタノール含量は 0.1%になるようにし
た。得られた細胞は、PBSで 2回洗浄後、1 well
あたり PBSを 1 mLを添加してラバーポリス
マンにて剥離し回収した。その後、ビタミン
K の抽出を行い、LC APCI-MS/MS にて細胞
内ビタミン K濃度を測定した。 
 
2-3．C57BL/6J 系マウスにおける 2',3'-PKH2

からMK-4への変換活性 
 動物実験は、神戸薬科大学および芝浦工業
大学の動物実験委員会に、届出および承認を
受けた計画に則り、実験を行った。C57BL/6J
系マウスを用いて、ビタミン K同族体および
誘導体からMK-4への in vivoにおける変換活
性を測定した。10週齢 C57BL/6J系雌マウス
に、10 mmol/ kg b.w.となるように PK-d7また
は 2',3'-PKH2-d7を経口投与し、24時間後の大
腿骨中の各種ビタミン K 濃度を LC 
APCI-MS/MS により測定を行った。また、
PK-d7および 2',3'-PKH2-d7の濃度依存性を評
価するため、10週齢 C57BL/6J系雌マウスに、
0.1または 10 mmol/ kg b.w.となるように経口
投与し、骨中のビタミン K濃度を前述した方
法で測定した。 
 
 
 
 

2-4．リンパ管および門脈をカニュレーション
ラットにおける組織中ビタミン K濃度 
 8 週齢 SD 系雄性ラットを用いてリンパ管
および門脈をカニュレーションしたラット
を各4匹作製した［日本SLC社に作製依頼］。
カニュレーションラットに体重あたり 100 
nmol/10 g となるように、 PK-d7 または
2',3'-PKH2-d7投与液を1 mL単回経口投与した。
各カニュレーションラットより、重水素標識
ビタミン K投与前および投与後 1、2、3、4、
5、6時間後までの計7回サンプリングを行い、
LC-APCI-MS/MSによりビタミン K濃度を測
定した。また、重水素標識ビタミン K投与後
6 時間目にラットを心臓採血により屠殺し、
肝臓を採取してビタミン K 濃度を測定した。
また、カニュレーションラットから採取した
門脈血およびリンパ液に重水素標識した
GGPP-d5 お よ び UBIAD1 を 発 現 し た
Spodoptera frugiperda幼虫由来 Sf9細胞由来ミ
クロソームを加え、3 時間反応後における重
水素標識 MK-4（ MK-4-d12）の生成を
LC-APCI-MS/MS により測定することにより、
ビタミンK側鎖切断体であるMD-d7量とした。 
 
2-5．統計処理 
 実験結果は、すべて平均値±標準誤差
（mean±S.E.）で示した。なお、動物実験で
は各群の検体数は n=4、細胞実験では各群の
検体数は n=6である。有意差の検定は、コン
トロールとの比較としてDunnett' s testを用い
た。 
 
４．研究成果 
4-1．2',3'-PKH2-d7 の合成およびビタミン K
活性の評価 
 PKの GGCX活性は、用量依存的に上昇し、
111 μM ではほぼ一定値に達した。2',3'-PKH2

の GGCX活性は PKに比べて低く、111μMで
は PKの約 30％程度の放射活性を示した。PK
および 2',3'-PKH2では、共に用量依存的に活
性が上昇する傾向が認められた。 
 また、MG63 細胞における PK または
2',3'-PKH2の SXRを介した CYP3A4 promoter
に対する転写活性を測定した。その結果、
MK-4 はポジティブコントロールとして用い
たSXRリガンドのRifampicinと同様に有意な
転写活性を示した。しかし、PK および
2',3'-PKH2では、活性は全く認められなかった。 
 
4-2．MG63 細胞における 2',3'-PKH2 から
MK-4への変換活性 
 次に、PK-d7または 2',3'-PKH2-d7を MG63
細胞に添加し、変換生成したMK-4-d7量を測
定した。その結果、PK-d7 を添加した細胞で
は MK-4-d7 への変換が認められたが、
2',3'-PKH2-d7では MK-4-d7はほとんど検出さ
れず、PK-d7 を基質とした場合に比べ著しく
低い変換量であった。また、2',3'-PKH2-d7 に
よる PK-d7から MK-4-d7の変換阻害活性を評
価したが、10倍量多く添加した 2',3'-PKH2-d7



でも MK-4-d7 変換反応は阻害されなかった
（図 4）。 
 
4-3．C57BL/6J 系マウスにおける 2',3'-PKH2

からMK-4への変換活性 
 PK-d7または 2',3'-PKH2-d7を C57BL/6J系マ
ウスに投与し、24 時間後の骨中ビタミン K
濃度を測定した。その結果、2',3'-PKH2-d7 は
PK-d7 と同様に骨中の移行量が増加した。し
かし、骨中 MK-4-d7濃度は PK-d7を投与する
と増加したが、2',3'-PKH2-d7 を投与した際に
はほとんど検出されなかった（図 5A, B）。ま
た、PK-d7を投与した骨中 MK-4-d7濃度は濃
度依存的に増加したが、2',3'-PKH2-d7 を投与
しても骨中MK-4-d7濃度は変化せず、濃度依
存性は認められなかった。 
 
4-4．リンパ管および門脈をカニュレーション
ラットにおける組織中ビタミン K濃度 
 門脈またはリンパ管をカニュレーション
したラットに PK-d7または 2',3'-PKH2-d7を投
与後、1 時間おきに門脈血とリンパ液を採取
し、経時的に採取した各採取液中のビタミン
K 濃度を測定した。その結果、PK-d7 または
2',3'-PKH2-d7 は、門脈血には認められず、リ
ンパ液中に多く検出された。また、PK-d7 を
投与したラットでは、リンパ液中に MK-4-d7

が検出されたが、2',3'-PKH2-d7 を投与したラ
ットでは全く認められなかった。また、6 時
間目における肝臓中ビタミン K 濃度を測定
した。門脈をカニュレーションしたラットの
肝臓中には PK-d7または 2',3'-PKH2-d7が多く
検出された。また、リンパ管をカニュレーシ
ョンしたラットの肝臓中には、微量ながら
PK-d7は検出され、2',3'-PKH2-d7は全く検出さ
れなかった。肝臓中の MK-4-d7は、PK-d7を
投与したラットでは認められたが、
2',3'-PKH2-d7 を投与したラットでは全く認め
られなかった。ビタミン K変換酵素 UBIAD1
は全ての組織に発現することが報告されて
いる。このため、ビタミン K側鎖切断反応が
起こり中間体であるMDが生成すれば、各組
織中に存在するUBIAD1によってMK-4に変
換されることが考えられる。これまでに
2',3'-PKH2を投与したマウスやラットでは、全
く MK-4 の生成が認められないことから、
2',3'-PKH2は側鎖切断反応を受けず MD に変
換しないビタミン K 誘導体であると考えら
れる。そこで、PK-d7または 2',3'-PKH2-d7を投
与した各カニュレーションラットより採取
した門脈血、リンパ液中に側鎖切断体MD-d7
が存在するかを明らかにするため、プレニル
化酵素源としてUBIAD1発現 Sf9細胞ミクロ
ソームを用い、側鎖源として GGPP-d5を用い
て MK-4-d12への変換を検討した。その結果、
PK-d7 を投与したラットでは、リンパ液中に
高濃度のMK-4-d12の生成が認められた。しか
し、2',3'-PKH2-d7 を投与したラットでは、い
ずれの採取液からも MK-4-d12 の生成は認め
られなかった。 

4-5．考察 
 PK および 2',3'-PKH2の GGCX 活性、SXR
を介したCYP3A4 promoterに対する転写活性
を測定した結果、活性に差はあるものの、
2',3'-PKH2はPKと同様のビタミンK活性を有
するビタミン K 誘導体であることが分かっ
た。そこで、2',3'-PKH2を MG63 細胞に添加
したが、MK-4-d7 はほとんど検出されず、
PK-d7 を基質とした場合に比べ著しく低い変
換量であった。また、PK から MK-4 の変換
活性を 2',3'-PKH2は阻害しなかった。ビタミ
ン K 側鎖切断酵素の寄与は明らかでないが、
MG63 細胞では MK-4 への変換効率が 0.20 
pmol/ mg protein程度と非常に低いため、今回
の実験系ではMK-4変換の阻害活性は認めら
れなかったと思われる。また、2',3'-PKH2-d7

を C57BL/6J 系マウスに投与したが、骨中
MK-4-d7 濃度は変化せず、濃度依存性は認め
られなかった。PK-d7を投与したマウスでは、
濃度依存的に骨中MK-4-d7濃度の増加が認め
られたため、2',3'-PKH2はMK-4へ非常に変換
されにくいビタミン K 誘導体であると示唆
された。そこで、2',3'-PKH2-d7 の生体内代謝
機構を明らかにする目的で、門脈またはリン
パ管をカニュレーションしたラットを用い
て検討を行った。 
 PK-d7または 2',3'-PKH2-d7は、門脈血には認
められず、リンパ液中に多く検出された。ま
た、MK-4-d7は PK-d7を投与したラットのリ
ンパ液でのみ検出された。門脈をカニュレー
ションしたラットの肝臓中には PK-d7または
2',3'-PKH2-d7 が多く検出された。これは、リ
ンパ管からの吸収経路が保持されていた為
と考えられる。肝臓中の MK-4-d7 は、PK-d7

を投与したラットでは認められたが、
2',3'-PKH2-d7 を投与したラットでは全く認め
られなかった。ビタミン K変換酵素 UBIAD1
は全ての組織に発現することが報告されて
いる。このため、ビタミン K側鎖切断反応が
起こり中間体であるMDが生成すれば、各組
織中に存在するUBIAD1によってMK-4に変
換されることが考えられる。しかし、
2',3'-PKH2を投与したマウスやラットでは、全
く MK-4 の生成が認められないことから、
2',3'-PKH2は側鎖切断反応を受けず MD に変
換しないビタミン K 誘導体であると予想さ
れる。そこで、2',3'-PKH2-d7 を投与したリン
パ管カニュレーションラットより採取した
リンパ液中のMD-d7量を測定した結果、リン
パ液には全く検出されなかった。以上の結果
より、2',3'-PKH2は側鎖切断反応を受けないビ
タミン K誘導体であると判断した。現在、ビ
タミン K側鎖切断酵素は明らかでないが、本
研究の結果より、ビタミン K側鎖切断酵素は
PK の側鎖に存在する 2 重結合を選択的に認
識し、切断していると考えられる。2',3'-PKH2

は側鎖切断酵素探索の有用なツールとなる
と考えられる。今後、ビタミン K側鎖切断酵
素を同定することが出来れば、摂取したビタ
ミン K がどのようなメカニズムで代謝吸収



され、生理機能を発揮しているかが明らかに
なり、生体におけるビタミン Kの分子栄養学
的な重要性を明らかにする上で非常に重要
な知見になると考えられる。 
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