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論 文 内 容 要 旨

緒言

ビタミンK(K)は 、高等 生物においてK依 存性タンパク質 のグルタミン酸残基を γ一カ

ルボキシグルタミン酸(Gla)残 基に変換する γ一グルタミルカルボキシラーゼ(GGCX)に

必須の補 因子である(Fig.1)。 哺乳類においてGla残 基 を含 むタンパク質(Glaタ ンパ

ク質)に は、プロトロンビンなどの血 液凝 固因子や骨基質 タンパ ク質であるオステオカ

ルシンなどが含まれることから、Kは 血液凝 固や骨代謝 にお いて重 要な役 割を果たし

ている。しかしKの 生体内分布をみると血液凝 固因子産生の場である肝臓や骨以外

にも精巣 、脳、膵臓 、顎下腺などにも高濃度で存在 しているが 、これらの組織 における

Kの 役割 は明らかとなっていない。

Kは2一 メチルー1,4一ナフトキノンを骨格とし、3位の側鎖の違 いによっていくつかの同族

体 に分類される。フィチル 基を側鎖 とするKIは 植 物によって生産され 、イソプレニル

基を側鎖とするK2は 主に微生物 によって合成される。側 鎖を持たない化 学合成 品で

あるK3も 含 め、K類 は高等動物の組織 内においてK2の 一種 であるメナキノンー4

(MK-4)へ と特異 的に変換 されることが明らかとなっている(Fig.2)。MK-4は ヒト白血

病 由来の細胞へのアポトーシス誘 導、破骨細胞への分化抑制や アポトーシス誘 導、骨

芽細胞のアポトーシス抑制など他のK類 には見られないMK-4特 異的な作用を有し

ていることが報告されている。前述の精巣 、脳、膵臓 、顎 下腺 ではMK-4変 換活性 が

非常に高いが、これらの組織 における変換の意義 は未だ明らか となっていない。以上

のことからK、 特 にMK-4に は未知の作用が存在 していることが強く示唆されている。

近年、モデル生物のゲノムプロジェクトの成果としてDNAマ イクロアレイを用いたトラン

スクリプトーム解析が可能 となった。本研究ではK充 足度 の異なるモデル動物を作 出

し、これらの動物 にお ける遺伝 子発現 を網羅的 に解析す ることによって、Kの 新規 作

用を検 索することを 目的とした。

第1章K充 足度 の異なるモデル動物 の作出

第1節K欠 乏動物 の作 出

組織 中のK量 に依 存して発現量を変化させる遺伝子種をスクリーニングするに先立

ち、K充 足度が異なる組織サンプルを得るために、K欠 乏及 びK添 加モデル動物 を

作出した。

Kは 腸内細菌叢 によって合成され、宿主はこれ を吸収 ・利 用することから、実験 には

腸内細菌の存在 しないWistar系 無 菌(GF)及 び腸 内細 菌を有す るWistar系 通 常

(CV)ラ ット(雄、11～12週 齢)を 用いた。K欠 乏群 、コントロール群 、K添 加群 とに分け、

それぞれに市販K欠 乏飼 料(TD97053,HarlanTeklad社)、K欠 乏飼料lkgあ たりに

Klを0.75mg、75mg添 加 した飼料を与えて9日 間(GF群)ま たは21日 間(CV群)飼

育した。欠乏状態の指標 として、血液凝 固時間であるプロトロンビン時 間(PT)及 び活
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性化部分トロンボプラスチン時間(APTT)を 測定した(Fig.3)。GFお よびcv欠 乏群で

はPT、APTTが ともに延 長してお り、特 にGF欠 乏群で はほぼ全ての個 体でPT、

APTTと もに60秒 を越 えていたことから重篤な血液凝 固不 全の状態であったと推察さ

れた。また蛍光HPLC法 により肝臓、心臓 、腎臓 、精巣 、脳 、顎下腺 中K濃 度を測定し

た(Table1)。 肝臓 中K濃 度 はGF欠 乏群で最低値 を示 し、以 下低い順 にGFコ ントロ

ール群、CV欠 乏群 、CVコ ントロール群 、GF添 加群 、CV添 加群 となっていた。他の

組織 中K濃 度もGF、CVと もにほぼ欠 乏群 、コントロール群 、添加群 の順 に組織 中総

K濃 度が上昇 しており、またGFに 比べてCVラ ットの方がK濃 度 は高値を示 した。ま

た、肝臓および心臓においては変換されて生 成したMK-4よ りも飼料 由来のK1の 方

が高い濃度で存在 してお り、腎臓 ではKlとMK-4が 同程度 、精巣 、脳 、顎 下腺では

Klよ りもMK-4の 方が高い濃度で存在 していた。以上の結果より、GF欠 乏群および

CV欠 乏群ではK欠 乏状態 にあり、特 にGF欠 乏群 は重篤なK欠 乏状態 にあると考

えられた。

第2節MK-4欠 乏動物の作出

MK-4は 他 のK類 にはない特異的な作用を有する可能性が示唆 されているが、K

類 はMK4へ と変換されることから、組織 中のMK-4濃 度を低 下させるためには全て

のK類 の供 給を無くす必要がある。しかし、このアプローチでは血液凝 固不全などの

K欠 乏症を併発することからMK-4特 異的な作用の解析 には有用ではなかった。とこ

ろが、近年加 工油脂 の製造工程で行なわれる水添反応 においてKlか ら生じる2',3'一

ジヒドロフィロキノン(dK1)はK類 同様GGCXの 補 因子 として作用するがMK-4へ と変

換されないことが報告された(Fig.4)。 そこで、本 実験ではdKlを 無菌ラットに与えるこ

とにより、血液凝 固不全を引き起こすことなく組 織内MK-4を 欠乏させたモデル動物の

作 出を試みた。

実験 にはWistar系 無菌(GF)ラ ット(雄、5週 齢)を 用いた。Kl群 、dK1群 とに分け、

それぞれに2mg宝g飼 料 のK1お よびdKlを 添加した飼 料を与 え26日 間飼 育した

後 に解剖 に供 した。飼 育期 間 中の体 重お よび解剖 時 の肝臓 重 量 、大腿 骨重量 には

変化は認められなかった。Gla化 活性 の評価 を行なうためにPTお よびAPTTを 測定し

たところ、コントロール群と比較 してdK1群 にお いてPT、APTTと もに若 干ではあるも

のの有意に延長 していた(Fig.5)。 血漿 、肝臓 、精 巣、脳 のK濃 度 を蛍光HPLC法 に

より測定したところ(Table2)、 肝臓 にお ける総K濃 度 はコントロール群と比較してdKl

で約 半分になっており、dK1群 で見られた血液凝 固時間の延 長は肝臓 中の総K濃 度

を反映したものであると考えられた。精 巣および脳 にお けるMK-4濃 度はコントロール

群 と比較してdK1群 ではそれぞれ3分 の1、7分 の1と なっており、有意な低値を示し

た。以上の結果から、dK1食 の給餌により重 篤な血液凝 固不全を引き起こすことなく組

織 内MK-4濃 度 を低下させ たモデル動物 の作 出に成功 した。
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第2章 遺伝子発現の網羅的解析 によるK標 的遺伝子の検 索

Kの 新規作用に繋がる知見を得るために、第1章 で作 出したモデル ラットの組織 内

にお いて、K充 足度 に依存 して発 現量 を変化 させ る遺伝 子 種 を検 索す るために、

DNAマ イクロアレイ法を用いて遺伝子発現量変化を網羅 的に解析 した。

K欠 乏群 、コントロール群 、K添 加群 の肝臓 、精 巣 、心臓 、脳 、腎臓 よりトータル

RNAを 抽 出し、各 群 毎 にプー ル し、市 販DNAマ イクロアレイ(RatGeneFilters,

ResearchGenetics社)を 用いて遺伝子発現量を網羅 的に解析した。スキャッタープロッ

ト法によって肝臓 にお ける発 現量を解析 したところ、添加群 と比 較 して欠 乏群 で発現

量が上昇していた遺伝子種には、α1一酸性糖タンパク質、α2一マクログロブリン、フィブリ

ノーゲン、メタロチオネインなど一連 の急性期タンパク質 に属する遺伝 子が含 まれてい

た(Table3)。 また、階層的クラスター分析 により解析を行ったところ、添加群 では発 現

量が低 く欠乏群で発現量が上昇 しているクラスターにおいて、αド酸 性糖 タンパク質 お

よびフィブリノーゲンといった急 性期タンパク質が含まれていた(Fig.6)。 これらのうち、

α1酸性糖タンパク質 、フィブリノーゲンγ鎖、メタロチオネインー2の発現 量をノーザンハ

イブリダイゼーション法により測定したところ、GF、CVと もにK欠 乏群 において、いず

れも顕著な発現上昇が認 められた(Fig.7)。 以上のことから肝臓ではK欠 乏時 に急性

期タンパク質の発 現が上昇することが示された。急性期タンパク質は炎症 時 に発現が

上昇するが、この発現がK欠 乏 時に上昇していたことから、Kが 炎 症を抑制する可能

性 が考えられた。

また、スキャッタープロット法によって精巣 における発現量 を解析 したところ、欠乏群

と比較して添加群で発現量が上昇していた遺伝子種 にはcAMP生 成 、コレステロール

合成およびイソプレノイド代謝 に関連するいくつかの遺伝子 が含 まれ ていた(Table4)。

精巣ではcAMPに よりステロイドホルモン合成 が促進されることか ら、コレステロール、

ステロイドホルモン合成経路が活性化している可能性 が示唆された。

第3章Kが 炎症 に及 ぼす影響 の解析

第1節 リポポリサッカライド投与による炎症誘導ラットを用 いた検討

K欠 乏ラット肝臓 における遺伝 子発現の網羅的解析か らKが 炎症 を抑制する可能

性 が示唆された。そこで」リポポリサッカライド(LPS)投 与 による炎 症誘 導モデルラット

を用い、Kが 炎症に及ぼす影響 について検討 を行った。

Wistar/stdラット(8週齢 、雄)に コントロール飼料またはK添 加 飼料 を与 えて10日 間

飼育した。LPSま たは生理食塩 水を0.5mg'塩g体 重を腹腔 内投与 し、18時 間後 に腹大

動脈より採血して血漿を得た。血漿 中ALTお よびAST活 性 を測定したところ、LPS非

投与群 においては有意な差は認 められなかったが、LPS投 与群 においてはコントロー

ル群と比較してK添 加群で有意な低値を示した(Fig.8)。 また、定量RTPCR法 によっ

て肝臓 におけるマクロファージ遊 走阻止 因子(MIF)発 現量を測定 したところ、LPS投 ・
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与群 においてコントロール群 と比較してK添 加群 ではMIF発 現量は低 下していた

(Fig.9)。K1ま たはMK-4を 単回投与(10'5moレkg体 重)し たラットではKに よる炎症

抑制効果 は認 められなかった。以 上の結 果より、Kは 抗 炎症 作用 を有 しているが、そ

の効果は長期 的なKの 摂取 によって発揮されると考えられた。

第2節 培 養 細 胞 を用 いた検 討

Kの 抗 炎 症 作 用 を詳 細 に解 析 す るために 、ヒトマ クロファー ジ様 細胞 をLPSで 刺 激 し

た際 に誘 導 され るインター ロイキンー6(IL-6)発 現 量 を指 標 として検 討 した。

培 地 中 に0、0.1、1、10μMのMK-4を 添 加 した ところ、濃 度 依 存 的 にIL-6発 現 が抑

制 され た(Fig.10)。10μMのK同 族 体 を添 加 した ところ、K1、dK1、MK-3、MK-4の

いず れも有意 にIL-6発 現 量 を低 下 させ た。有 意 で はなか ったがMK-7もIL-6発 現 量

を低 下 させ た。K類 の 側 鎖 構 造 と類 似 したゲ ラニ オ ー ル(GOH)、 ファル ネソー ル

(FOH)、 ゲラニル ゲラニオ ー ル(GGOH)、 フィトー ル(FOH)、 ゲラニル ゲラニル アセ ト

ン(GGAc)を 添加 したところ、GGOHを 除 いてIL-6発 現 量 に変 化 は認 め られなかった。

Kが プ ロテインキナ ーゼA(PKA)を 活性 化 させ るという報 告 があることか ら、1mMの ジ

ブチリルcAMPを 添 加 した ところ、有 意 なIL-6発 現 低 下 が認 め られ た。以 上 のことか ら

Kに よる抗 炎症 作用 は側 鎖 構 造 よりも骨 格構 造 による寄 与 が 大 きく、PKAの 活 性 化 を

介 している可 能性 が示 唆 され た。

まとめ

本研 究はKの 新規 作用の検 索を目的として行 われた。K充 足度 の異なるモデル動

物を作 出し、組 織 内の遺伝 子発 現を網 羅的 に解 析 したところ、欠乏群 では肝臓 にお

ける急性 期タンパク質の遺 伝子発 現量が上昇 していることが明らかとなった。また、精

巣ではステロイド産 生やイソプレノイド代謝 に関わる遺 伝子 種 の発現が欠 乏群 と比較

して添加 群で上昇していた。ラットにおいてLPSに 誘 導される炎症 がK添 加食の給餌

によって抑制されたことからKが 抗炎症作用を有 していることが明らかとなった。さらに

ヒトマクロファージ様 細胞を用いた検討の結果 、Kの 骨格 部分 によるPKAの 活性化を

介して抗炎症 作用 が発揮される可能性 が示唆された。
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論 文 審 査 結 果 要 旨

ビタミンK(K)は,K依 存性タンパク質の翻訳後修飾(γ一カルボキシル化,Gla化)に 必須の補

因子であ り,血 液凝固や骨代謝な どに関与 している。Kは3位 の側差によって分類 され,フ ィチル基

を側鎖 とす るKl,鎖 長の異なるイソプ レニル基を側鎖 とするK2(メ ナキノンーn)な どがある。高等

動物では摂取したK類 の一部は組織内で紐 の一種であるメナキノン ー4(MK-4)へ と変換 されること

が明らか となってお り,MK-4は 他のK類 にはない未知の作用を有している可能性が示唆 されている。

本研究では,Kの 新規機能を明らかとすることを目的とした。

無菌ラットにK欠 乏飼料を給餌 してK欠 乏動物を作出した。また,無 菌ラットに2',3'一 ジヒドロフィ

ロキノン(dK1)添 加食を給餌 して,重 篤な血液凝固不全 を伴わずに組織内MK-4の みを欠乏させた

モデル動物を初めて作出した。組織内K充 足度に応答 して発現量に変化が生じた遺伝子種を検索 した

ところ,肝 臓においてK欠 乏時に α1一酸性糖 タンパ ク質,フ ィブリノーゲン,メ タロチオネインなど,

炎症時に発現が上昇する急性期 タンパク質の発現上昇が認められ,Kが 炎症を抑制する可能性が考え

られた。また,精 巣ではコレステロールおよびテス トステ ロン合成に関わる酵素の遺伝子発現がK欠

乏時に低下することが認められた。血漿中テス トステ ロン濃度を測定したところ,給 餌飼料中K濃 度

に応答 して上昇 していたことから,Kは 精巣においてテス トステロン合成 に関与 しているこ・とが示唆

された。

Kが 炎症に及ぼす影響を解明するため,リ ポポ リサッカライ ド(LPS)投 与による炎症誘導モデル

ラットを用いて検討を行った。飼料 中へのKの 添加によりLPSで 誘導される血漿中 トランスア ミナー

ゼであるAHお よびAST活 性の上昇が抑制 されたことから,Kが 抗炎症作用を有 していることが示

された。また,ヒ トマクロファージ様細胞を用いた検討では,KがLPS刺 激により誘導されるインター

ロイキンー6(IL-6)発 現を抑制 したことから,Kに よる抗炎症作用はIL-6発 現の抑制 を介 している

可能性が示された。この効果はK同 族体には認められたが側鎖類縁体には認められなかったことか ら,

抗炎症作用にはKの ナフ トキノン骨格が重要である可能性が示 された。

1本論文ではK充 足度の異なるモデル動物を対象 とし,遺 伝子発現の網羅的解析手法を用いることに

よりKの 新規機能の解明を試みた結果,抗 炎症作用やテス トステロン合成への関与 とい うKに 関す

る新 しい知見が明 らかにされた。

よって審査員一同は,当 論文提出者に博士(農 学)の 学位を授与するに値するもの と判定 した。
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