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研究成果の概要（和文）：組織中に存在するビタミンK2は、摂取したビタミンK1から小腸で遊離したビタミンK3がリン
パ管系および血流を経て組織へ移行し、酸化還元酵素により還元され、酵素Ubiad1によってプレニル化されて生成した
ものであることを証明した。Ubiad1の機能を明らかにするため、全身性Ubiad1遺伝子欠失マウスの作出を試みたが、胎
生致死であった。Ubiad1 flox/floxマウスとNestin-Cre発現マウス、Osterix-Cre発現マウスあるいはSynapsin-Cre発
現マウスとの交配により造血・神経組織特異的、骨組織特異的あるいはニューロン特異的Ubiad1遺伝子欠失マウスの作
出に成功した。

研究成果の概要（英文）：It was demonstrated that tissue vitamin K2 originates from oral vitamin K1 by a me
chanism that involves the release of vitamin K3 from vitamin K1 in the intestine followed by delivery of v
itamin K3 through the mesenteric lymphatic system and blood circulation to tissues, and then reduced by an
 unknown redox enzyme in the tissues and converted into vitamin K2 by the prenylating enzyme Ubiad1. To in
vestigate the function of ubiad1, we attempted to generate mice lacking Ubiad1 by gene targeting, but it w
as found that Ubiad1-deficient mouse embryos failed to survive beyond embryonic day 7.5. We have succeeded
 in generating hematopoietic and nerve tissue -specific, bone specific- or neuron-specific Ubiad1-deficien
t mice by intercrossing Ubiad1 flox/flox mice with Nestin-Cre expressing mice, Osterix-Cre expressing mice
 or Synapsin-Cre expressing mice. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) ビタミン K1は、γ‐グルタミルカルボ
キシラーゼ（GGCX）の補因子として血液凝
固因子の活性化（グラ化）のみならず、骨形
成や血管石灰化に関与する様々な蛋白質の
活性化にも重要な役割を果たす。また、その
活性型であるビタミン K2（メナキノン-4, 
MK-4）は、核内受容体(SXR/PXR)の特異的
リガンドとしてステロイドホルモンや生体
異物などの代謝酵素の遺伝子発現を調節す
ることが知られている。 
(2) 食物中のビタミン K1は、小腸で酵素Ⅰ
によりフィチル側鎖が切断されて中間体ビ
タミン K3（メナジオン）を生じ、これがリン
パ管系から血中を経て末梢組織に運ばれ、そ
こで酵素ⅡによってビタミンK2に変換され、
蓄積すると考えられている。酵素Ⅰは現在も
なお未同定であるが、酵素Ⅱは UbiA 
prenyltransferase containing domain 
1(Ubiad1)であることを我々が初めて同定し
た。 
(3) Ubiad1 については、MK-4 合成酵素で
あること以外にその構造／機能を含めて生
理的役割についてほとんど不明である。 
２．研究の目的 
(1) Ubiad1 siRNA発現ベクターを設計・構
築し、脳・神経系、骨格系の各種株化細胞に
導入し、Ubiad1 siRNAを恒常的に発現する
細胞を樹立し、Ubiad1の機能解析を行う。 
(2) マウスゲノムから遺伝子Ubiad1をコー
ドする DNA を取得し、ターゲットベクター
を構築し、Ubiad1 遺伝子を全身的に欠損し
たノックアウトマウスを作出する。 
(3) Ubiad1 遺伝子欠損マウスが胎生致死と
なった場合は、Ubiad1+/-雌雄マウスの精子お
よび卵子を IVF 法により受精後、偽妊娠
Ubiad1+/+雌マウス子宮に着床させ、胎生期の
各段階における成長・発達異常の有無を解析
する。また、Ubiad1 遺伝子欠損マウス胎児
MEF あるいは Ubiad1-/-ES 細胞を樹立し、
Ubiad1の機能解析を行う。Ubiad1遺伝子欠
損マウスが胎生致死でなかった場合は、胎仔
および出生後の個体について、成長・発達段
階ごとに個体および組織・細胞レベルでの表
現型解析を行う。 
(4) Nestin-Cre 発現マウス、Synapsin-Cre
発現マウス、Osterix-Cre 発現マウスとの交
配により、それぞれ造血系幹細胞特異的、神
経細胞特異的および骨芽細胞特異的に
Ubiad1 発現が欠損したコンディショナルな
Ubiad1 遺伝子欠損マウスを作出し、表現型
解析を行う。 
(5) 高分解能質量スペクトル解析法および
昆虫細胞Sf-9で発現させ調製したUbiad1タ
ンパクを用いて、体内循環あるいは組織へ移
行したビタミン K3 の同定と定量を行い、ビ
タミン K1 からビタミン K3 を経てビタミン
K2へ代謝変換される全過程を証明する。 
３．研究の方法 
(1) Ubiad1 遺伝子ノックダウン細胞として、

常法に従い Ubiad1 siRNA を設計・構築し、
脳・神経系および骨格系の株化細胞に導入し、
Ubiad1 siRNA を恒常的に発現し、Ubiad1 タ
ンパク発現が著しく低下した細胞株を樹立
する。 
(2) Ubiad1 遺伝子欠損マウス作製のための
ES 細胞クローンを以下の①、②の方法により
取得する。①マウスゲノム DNA を用いてマウ
ス Ubiad11 遺伝子をクローニングする。
Ubiad1 遺伝子は 2 つの Exon から成り立って
いるが、このうち Exon 1 をネオマイシン耐
性遺伝子に置換したターゲティングベクタ
ーを作製する。129/SvEv 系統マウスの受精卵
から樹立した ES 細胞株に、直鎖の Ubiad1 遺
伝子ターゲティングベクターを導入し、G418
耐性 ES 細胞株を樹立する。②ES 細胞株ゲノ
ム DNA を用いて，サザンハイブリダイゼーシ
ョンを行い、ターゲティングを受けたクロー
ンを選択する。ターゲティングを受けた ES
細胞の染色体 DNA に異常がないかを確認し、
問題のなかった ES 細胞株を用いて次のステ
ップへ進む。 
(3) 上記 ES細胞株を C57BL/6 系統マウスの
胚盤胞期胚に注入して、偽妊娠マウスの子宮
に移植する。得られる産子の中から ES 細胞
に由来する体細胞を持つ雄性キメラマウス
を選択する。このキメラマウスと野生型
C57BL/6 系統マウスを交配させ、産仔の毛色
判別により ES 細胞から分化した精子に由来
する F1 マウスを選択する。F1 マウスを離乳
まで哺育した後、その尾部組織を採取してゲ
ノム DNA を抽出し、サザンハイブリダイゼー
ション法によりヘテロ変異体であるか否か
を確認する。サザンハイブリダイゼーション
法により選択された UBIAD1 ヘテロ変異体マ
ウスの雌雄を交配し、目的の UBIAD1 ホモ変
異体マウスを作出する。この変異体マウスを
野生型マウスと交配を重ね、バッククロスし
たものを Ubiad1 遺伝子欠損マウスとし、表
現型解析と Ubiad1 遺伝子の欠損に伴う発
生・形態異常、代謝異常、機能異常などの MK-4
生合成の破綻に起因する疾患の探索研究に
用いる。 
(4) Nestin-Cre 発現マウス、Synapsin-Cre
発現マウス、Osterix-Cre 発現マウスとの交
配により、それぞれ造血系幹細胞特異的、神
経細胞特異的および骨芽細胞特異的に
Ubiad1 発現が欠損したコンディショナルな
Ubiad1 遺伝子欠損マウスを作出し、表現型解
析を行う。 
(5) 胆管、リンパ管、門脈、大静脈にカニ
ューレを挿入したラットに重水素標識化ビ
タミン K1を経口投与し、投与後 6時間目まで
1 時間ごとに胆汁、リンパ液あるいは血液を
採取し、ビタミン K1およびその代謝物（重水
素標識化ビタミン K3 おおよび MK-4）を
LC-APCI-MS/MSおよび昆虫細胞Sf-9で発現さ
せたリコンビナント Ubiad1 タンパクを用い
て定量する。また、リンパ液中に存在すると
予想されるビタミン K3を HPLC で精製後、高



分解能質量スペクトル分析法にて構造決定
を試みる。 
４．研究成果 
(1) Ubiad1 遺伝子 exon 1 ターゲティングベ
クター導入 ES細胞 3クローン（a3037、a3096、
a3097）を作成し、それぞれのクローンから
キメラ率 100%のキメラマウスを取得した。キ
メラマウス（雄）と C57BL/6J 雌マウスの交
配により 22 匹のヘテロ F1 産仔を得た。 
(2) Ubiad1 へテロコンディショナルノック
アウトマウスとの交配に使用するため、
B6;CBA-Tg(CAG-Cre)47Imeg（以下 CAG-Cre）
ヘ テ ロ マ ウ ス お よ び
B6;D2-Tg(CAG-Flp)8Imeg（以下 CAG-Flp）ヘ
テロマウスの増産を行った。 
(3) Ubiad1 遺伝子コンディショナル・ノッ
クアウトマウスの F1 ヘテロ接合体マウス♂ 
(Ubiad1floxE1+neo/+)と、CAG-Cre ヘミ接合
体マウス♀との交配により、F2 マウスを作出
した。遺伝型解析の結果、a3097 から 3 匹の
F2 マウスが、a3037 からは 7 匹の F2 マウス
が Cre による組換えで flox 遺伝子領域が除
去されたヘテロ接合体マウス(exon 欠損ヘテ
ロ接合体マウス:Ubiad1dE1/+; CAG-Cre)とし
て得られた。 
(4) Ubiad1 遺伝子コンディショナル・ノッ
クアウトマウスの F1 ヘテロ接合体マウス 
(Ubiad1floxE1+neo/+)と、CAG-Flp ヘミ接合
体マウス♀との交配により、 F2 マウスを作
製した。遺伝型解析の結果から、a3037 から
は 2 匹の F2 マウスが、a3097 からは 4 匹の
F2 マウスが Flp による組換えで neomycin 耐
性遺伝子が除 去 さ れ た マ ウ ス
(Ubiad1floxE1/+;CAG-Flp)として得られた。 
(5) Ubiad1 遺伝子 exon 1 ターゲテイングベ
クター導入 ES 細胞 2クローン（a3037 および
a3097）から、それぞれキメラマウスの作出
を経て全身性 Ubiad1 遺伝子欠失ヘテロマウ
スの作出に成功した。更に、ヘテロマウス同
士の交配によりホモマウスの作出を試みた
が、全例が胎生致死であった。 
(6) 体外受精妊娠マウスを用いて胎生期に
おける胎児の生存性について詳細に解析し
た結果、胎生 7-10 日齢の間で全例が死亡す
ることが判明した。死亡原因については不明
である。 
(7) 妊娠マウスにコエンザイム Q またはビ
タミン Kを経口投与することにより、極めて
低い確率ながら胎生期マウスの生存期間を
延長させることができた。現在のところ、こ
の理由については不明である。 
(8) Ubiad1 flox/flox マウスと Nestin-Cre
発現マウスの交配により Nestin 発現組織特
異的 Ubiad1 遺伝子欠失ホモマウスの作出に
成功した。出生時および生後数週間における
ホモマウスの外観および行動性において野
生型と比べて異常は認められなかった。 
(9) 骨芽細胞あるいは神経細胞特異的
Ubiad1 遺伝子欠失ホモマウスの作出と表現
型・機能解析を行うため、Osterix-Cre 発現

マウスと Synapsin-Cre 発現マウスのジャー
ムライントランスミッションを行った。 
(10) 全身性 Ubiad1 遺伝子欠失マウスは全
例が胎生致死であったため、Ubiad1-/-ES 細胞
塊を作製し、mRNA およびタンパクレベルで
Ubiad1 が発現していないことを確認した。さ
らに、MK-4 合成能を欠失し、一方、野生型と
同程度のCoQ9/10合成能を保持していること
を確認した。さらに、Ubiad1+/-マウスの組織
中 MK-4 濃度および MK-4 合成活性が野生型の
ほぼ半分に低下していることを確認した。 
(11)  Ubiad1 flox/flox マ ウ ス と
Nestin-Cre 発現マウスの交配により出生し
た Nestin 発現組織特異的 Ubiad1 遺伝子欠失
ホモマウス(Nestin-CKO)は、出生後 12 週齢
で野生型に比べて体重、骨密度および筋肉量
が有意に低かった。また、野生型に比べて水
平棒・平行棒試験および自発的交替行動変化
率は有意に低く、一方、自発行動量は有意に
高く、不安定な情動行動を呈した。Nestin が
高発現している中枢神経系で、Ubiad1 の遺伝
子発現は殆ど認められなかった。Nestin-CKO
の脳（大脳、小脳、中脳、間脳、延髄、嗅球）
内 MK-4 濃度は野生型に比べて著しく低く、
一方、CoQ9/10 濃度に有意な差異は認められ
なかった。 
(12)  Ubiad1 flox/flox マ ウ ス と
Osterix-Cre 発 現 マ ウ ス あ る い は
Synapsin-Cre 発現マウスとの交配により
Osterix発現組織特異的Ubiad1遺伝子欠失ホ
モマウス(Osterix-CKO)および Synapsin発現
組織特異的 Ubiad1 遺伝子欠失ホモマウス
(Synapsin-CKO)の作出に成功した。現在、詳
細な表現型解析と神経組織および骨におけ
る MK-4 合成能および CoQ9/10 合成能につい
て検討中である。 
(13) ラットを用いたカニュレーション実
験により、ビタミン K1は主に小腸リンパ管か
らその大部分が未変化体として体内に吸収
され。また、小腸で一部がビタミン K3となっ
て体循環に入り、組織に運ばれビタミン K2
に代謝されることを証明することに成功し
た。 
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