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研究成果の概要（和文）：動脈硬化予防・治療に果たすビタミン Dの役割を明らかにするため，ビタミ

ン D 受容体あるいはビタミン D 代謝活性化酵素(CYP27B1)の遺伝子を欠失した細胞・動物を作出し，

ビタミンDとその誘導体の活性評価系を構築した。ビタミンK生合成酵素をヒトで初めて発見し，この酵

素の血管中膜石灰化予防に果たす役割を解明するための細胞レベルでの評価系を構築した。 

研究成果の概要（英文）：To elucidate the role of vitamin D in the prevention and treatment of 

arteriosclerosis, we have generated vitamin D receptor(VDR) gene knockout mice or vitamin D 

metabolically activating enzyme, CYP27B1 gene knockout mice together with the cells possessing 

genetically modified VDR or CYP27B1 gene, and have constructed an assessment system using the 

above cells and animals. We have found a novel human vitamin K biosynthesis enzyme, UBIAD1 and 

have constructed an assessment system at cellular level for the elucidation of the role of vitamin K in 

the prevention and treatment of arteriosclerosis. 
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１． 研究開始当初の背景 

動脈硬化症で見られる血管中膜の石灰化は，

血管平滑筋細胞(Vascular Smooth Muscle Cells: 

VSMCs) が何らかの刺激によって石灰化能を有

する軟骨様細胞へ分化し，骨髄由来の破骨細胞
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タイト構造（石灰化層）を形成することが特徴であ

る。この現象は，文字通り「血管に骨ができる」と

いう能動的プロセスであり，「骨‐血管相関」のパ

ラダイム提示の根拠となっている。中膜石灰化の

誘導・阻止因子として，ホルモン，栄養因子，薬

物などが報告されているが，本研究では生活習

慣病の予防・治療の観点から，ビタミン D とビタミ

ン K に焦点を当てて石灰化を誘導する作用メカ

ニズムを解明する。ビタミン D のカルシウム代謝

調節作用は，「肝臓と腎臓での連続的な代謝活

性化」および「核内受容体を介する遺伝子発現」

の両段階で厳密な調節を受ける。各々の段階で

中心的な役割を果たすのが，前者ではビタミン D

‐１α水酸化酵素（CYP27B1）であり，後者ではビ

タミン D受容体 (Vitamin D Receptor: VDR)であ

る。ビタミンDの代謝異常あるいは活性発現異常

によって惹起される動脈石灰化の発症機序を解

明する上で，CYP27B1 遺伝子あるいは VDR 遺

伝子が欠失した遺伝子改変細胞・動物を用いる

ことは有効な手段となる。我々の研究室では，国

内で唯一，前者のマウスを独自に作出することに

成功し，表現型解析もほぼ終了し，継代飼育が

続いている。また，後者のマウスについても継代

飼育が続いており，既に長年の使用実績がある。

一方，ビタミン K は血液凝固因子の活性化に必

要なγ-グルタミルカルボキシラーゼの補因子と

して知られてきたが，近年，骨の基質蛋白質オス

テオカルシンおよび血管平滑筋細胞の matrix 

Gla protein (MGP)の活性化にも重要な役割を果

たすことが明らかになってきた。ところで，ビタミン

K の生体内での活性型は MK-4 であり，哺乳類

の組織・細胞でも他の多くのビタミン K 同族体か

ら優先的にMK-4が生合成されるとこれまで考え

られてきた。この生合成に関わる酵素の存在は

未知であり，動脈硬化予防におけるビタミン K の

役割を明らかにする上でこの酵素の同定は不可

欠な問題となっている。 

２．研究の目的 

本研究では，主に以下の(1)～(3)の課題解決

を目標に研究を行なう。 

(1) ビタミン D 代謝異常，ビタミン D 受容体機能

異常，ビタミン D 活性発現障害の動脈硬化への

関与の有無を，野生型および遺伝子改変型

（CYP27B1-/-と VDR-/-）細胞・動物を用いて分子，

細胞，動物レベルで検討する。 

(2) ビタミンDおよびビタミンKの動脈硬化との関

連性を探る生体指標として血中MGPに焦点を当

て， 動物およびヒトのリコンビナント MGP 抗体を

作成するとともに，血中濃度測定法を開発する。 

(3) ヒトゲノムデータベースサーチにより，ビタミン

K生合成酵素の候補遺伝子を探索するとともに，

特定された酵素の発現ベクター導入法および

siRNA knockdown法によりビタミンK生合成活性

を評価する。また，この酵素の構造・機能解析を

行うとともに，酵素遺伝子欠失動物を作出し，動

脈硬化評価系を構築する。 

３．研究の方法 

(1) 予備実験として，野生型マウスを用いてビタ

ミン D の投与量と投与期間の至適条件を検討し，

血管中膜平滑筋細胞層で石灰化が確実に起こ

る条件を求める。条件が設定できたら，野生型

および遺伝子改変型（CYP27B1-/-と VDR-/-）マ

ウスで動脈石灰化誘発実験を実施する。ビタミ

ン D 誘発性血管石灰化病変の特徴と特異性を

明らかにするため，上記３種の動物に対して①リ

ン誘発性，②ワルファリン誘発性，③高脂肪飼

料誘発性の 3 種の血管石灰化誘発実験を行な

う。平滑筋細胞において，ビタミンD刺激に応答

して血管石灰化を誘導するタンパク質の存在が

想定された場合，DNA microarray で探索し， 

MALDI-TOF-MS で同定する。また，野生型お

よび遺伝子改変型マウスから血管平滑筋細胞を

単離し，その培養細胞を用いて活性型ビタミンD

による平滑筋細胞の軟骨様細胞への分化，アポ

トーシス細胞の誘導，アポトーシス小胞の形成な

ど初期石灰化のメカニズムにつき検討する。更



に，初期石灰化に引き続いて起こる軟骨様細胞

による血管石灰化のメカニズムについても研究

する。 

(2) 野生型および遺伝子改変型（CYP27B1-/-と

VDR-/-）マウスを用いて各種血管石灰化誘発実

験を行うとともに，ラットおよびヒトMGPのモノクロ

ーナル抗体を作成し，血管石灰化の発症・進展

と血管平滑筋細胞による MGP 発現量の変化を

リアルタイムで検討する。また，ビタミン K 投与に

よる血管石灰化抑制効果と血中 MGP 濃度の関

連性について詳細に検討する。また，これらの

血管石灰化誘発実験によって，活性型ビタミン

Dが平滑筋細胞内のMGP発現量を調節し石灰

化抑制効果を現すことが確認された場合，次の

ステップとして，血管平滑筋初代培養細胞を用

いて MGP の石灰化抑制の作用メカニズムとビタ

ミン Dの関与について検討する。 

(3) 大腸菌ビタミン K 合成酵素遺伝子MenA の

プレニル化ドメインを用いてヒトゲノムデータベー

スのホモロジー検索を行い，ヒトでのビタミンK合

成酵素候補遺伝子を特定する。候補遺伝子の

発現ベクターを構築し，これをヒト骨芽細胞様細

胞 MG-63 へ導入して活性の有無を確認する。

また，昆虫細胞 Sf9 へ遺伝子導入し，発現してく

る酵素蛋白質の構造と機能の解析を行う。 

４．研究成果 

(1) CYP27B1-/-マウスとVDR-/-マウスの交配によ

り両遺伝子のdouble knockout マウスの作出に

成功し，これらのマウスから血管平滑筋細胞

の初代培養系を確立した。また，上記の遺

伝子改変マウス血管組織における石灰化

の有無を解析した。 

(2) ヒト骨芽細胞様細胞MG-63にビタミンD

受容体、ビタミンD活性化酵素、γ‐グルタミ

ルカルボキシラーゼ、ビタミンKエポキシドレ

ダクターゼ、カルメニン、ビタミンK還元酵素（

NQO1, NQO2）のsiRNA導入による各遺伝

子のknockdown細胞の作出に成功した。ま

た、VDRおよびビタミンK受容体（SXR）の結

合能評価に用いるためのルシフェラーゼ・レ

ポーターアッセイシステムを構築した。 

(3) 血管石灰化の細胞モデル系を構築する

ために、血管平滑筋細胞を用いたMGP発現

ベクターを作成した。 

(4) マウス血管において，MGPの活性化を

担うビタミンKのうちMK-4が高濃度に存在す

ることを確認した。また，血管平滑筋細胞が

MK-4合成能をもつことを明らかにした。 

(5) ラットおよびヒトのMGPに対するモノクロ

ーナル抗体を作成し，血中MGPのELISA定

量法を確立した。 

(6) ビタミンKの重水素同位体標識化合物を合成

し，天然のビタミンK同族体はマウス体内でMK-4

へ変換されることを科学的に証明した。 

(7) 天然のビタミンK同族体の中でMK-4が最も

γ-グルタミルカルボキシラーゼに対する補因子

活性が高いことや核内受容体SXRの強力なアゴ

ニスト活性を有すること，さらに前記(6)の結果か

らMK-4がビタミンＫの活性体であることが明らか

になった。 

(8) ヒト体内でMK-4を合成する酵素UBIAD1を

世界で初めて発見し，その構造・機能を明らかに

した。 
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