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研究成果の概要（和文）：骨タンパク質オステオカルシン（OC）は、受容体GPRC6Aを介して全身の糖・エネルギ
ー代謝を改善する。一方、OCはマウスを用いた実験から血液脳関門や胎盤を通過して脳内に移行して、認知機能
の維持・抗うつ作用を示し、胎児の脳の発達と学習・記憶能力も支持することが報告された。しかし神経細胞に
対するOCの直接作用は未解明であった。本研究で我々は、OCが受容体GPR158を介して神経細胞に直接作用し、細
胞増殖と分化を促進すること、酸化ストレス誘導性のアポトーシスを抑制することを明らかにした。この成果
は、OCやGPR158を標的とする認知障害・発達障害の新たな予防・治療戦略の開発に資すると期待される。

研究成果の概要（英文）：The bone protein osteocalcin (OC) improves systemic sugar and energy 
metabolism via the receptor GPRC6A. On the other hand, it was reported that OC passes through the 
blood-brain barrier and placenta followed by migrating into the brain, thus maintains cognitive 
function, exerts antidepressant action, and supports fetal brain development and learning / memory 
ability based on the experiments using mice. However, the direct action of OC on nerve cells has not
 been elucidated. In this study, we showed that OC acts directly on neurons via the receptor GPR158,
 promotes cell proliferation and differentiation, and suppresses oxidative stress-induced apoptotic 
cell death. This result is expected to contribute to the development of new preventive and 
therapeutic strategies for cognitive and developmental disorders targeting OC and GPR158.

研究分野： 薬理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
骨タンパク質オステオカルシン（OC）による認知機能の維持・抗うつ作用や、胎児の脳の発達と学習・記憶能力
の支持する効果が報告されたが、神経細胞に対するOCの直接作用は不明であった。本研究でOCが受容体GPR158を
介して神経細胞に直接作用し、脳機能保護につながる様々な効果を発揮することが示された。社会問題となって
いる認知障害や発達障害に対する新たな予防・治療戦略の開発に寄与することが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
近年、骨の細胞が産生する主要な骨基質タンパク質オステオカルシン（OC）が膵β細胞から

のインスリン分泌の促進や、脂肪細胞等のインスリン感受性向上に寄与し、肥満や糖尿病の改善
効果が期待されることが報告された（右下図中①）(1)。OC にはグルタミン酸残基がγ-カルボキ
シル化された Gla 型（GlaOC）とされていない Glu 型（GluOC）が存在する。ほとんどは Gla
型として骨基質中に取り込まれているが、一部が血中を循環する。上述の効果は GluOC のみに
反応する OC 受容体 GPRC6A を介して発揮される(2)。申請者らも独自の研究から GluOC が腸
上皮細胞に作用してインクレチン
の分泌を促進することを見い出
し、GluOC の膵臓からのインスリ
ン分泌促進が、直接作用（右図中
①）のみならず、腸からのインクレ
チン分泌を介した間接的作用が大
きな役割を果たすことを報告して
きた（右図中②）(3,4)。このように
申請者らは OC が糖・エネルギー
代謝調節の向上に寄与する機構を
研究し、糖尿病の新たな治療・予防
法の開発を目指している。 
一方、OC は血液脳関門や胎盤

を通過して脳内に移行し、認知機
能の維持・抗うつ作用をもち、胎児
の脳の発達と学習・記憶能力を支持することも報告された（右図中③）(5)。 
 しかし、糖尿病が高齢者の認知症やうつ病、出生児の自閉症スペクトラムの発症リスクを増加
させることが明らかとなってきたことなどを考慮すると(6-8)、OC の脳への作用は神経細胞への
直接的な作用だけでなく、全身の糖代謝異常を改善して糖尿病の関わる脳機能障害を間接的に
予防・軽減する可能性がある。本研究開始当初、神経細胞に対する OC の直接作用についてはそ
の受容体を始めほとんど未解明であった。興味深いことに OC の脳への作用は、Glu 型や Gla 型
に関係なく発揮されたことから、上述の GPRC6A ではなく、未同定の受容体が担うことが示唆
されていた。本研究申請と前後して、新たな OC 受容体として GPR158 が報告された(11)。 
 
２．研究の目的 
本研究の主な目的は、OC の脳機能保護作用に関して、糖・エネルギー代謝改善による間接的

な作用ではなく、神経細胞への直接作用の有無とどのような効果があるのかを明らかにするこ
とであった。その成果は、骨タンパク質オステオカルシンによる神経細胞機能の調節機構を解明
し、認知症や胎児の脳機能低下・発達障害の予防・改善方法の開発に資することが期待される。 
 
３．研究の方法 
（1）神経細胞様細胞培養モデル：ラット副腎褐色細胞腫由来細胞株 PC12 は神経成長因子（NGF） 
添加により神経突起の伸展を示し, 交感神経様細胞に分化する(9,10)。本研究では主に分化した神
経細胞様細胞 PC12 を用いて OC の神経細胞への直接的な効果として検討した。 
（2）神経細胞における OC 受容体の発現解析：ラット脳組織、神経様細胞に分化誘導した PC12
細胞、膵細胞株から調製した総 RNA を用いて RT-PCR 法により OC 受容体候補遺伝子の発現
量を検討した。 
（3）細胞内シグナルの解析：細胞内のタンパク質リン酸化シグナルについては、ウエスタンブ
ロット法にてリン酸化タンパク質量の変化を指標に解析した。アポトーシスの誘導は関連タン
パク質 PARP の切断状況をウエスタンブロット法にて検出した。 
（4）PC12 細胞の生細胞数、神経突起伸長の解析： PC12 細胞の細胞増殖や神経成長因子（NGF）
刺激によって誘導される神経突起伸長は、それぞれ WST-8 法あるいは顕微鏡画像の画像解析ソ
フトによる形態解析により検討した。 
 
４．研究成果 
（1）神経細胞の増殖および形態に対する OC の影響 

PC12細胞の増殖におけるOCの影響を検討した。0.5〜500 ng/mLのGluOCまたはGlaOC
を添加した培地で４日間培養し、OC 無添加で培養した場合と細胞数を比較した。Glu 型、Gla
型のいずれの OC も培地に 5 および 50 ng/mL の濃度で添加した場合に有意に細胞増殖を促
進した。 
本研究で用いた PC12 細胞において、NGF の濃度依存的に神経突起有する細胞数および突

起の長さが増加し、神経突起の伸長が NGF 刺激の強さに依存することを確認した。そこで



PC12 の NGF 依存的な神経突起伸長に OC が影響を及ぼすかどうか検討した。GluOC およ
び GlaOC はいずれも神経突起を有する細胞数には影響しなかったが、各細胞の神経突起の長
さについては 5 および 50 ng/mL において促進的に作用した。 

（2）神経細胞における機能的 OC 受容体と細胞内シグナル 
OC が PC12 の細胞増殖および神経突起伸長について直接的な促進効果を示したことから、

PC12 細胞において OC を感知する受容体の検討をおこなった。ラット脳組織、PC12 細胞、
およびラット膵臓由来の細胞株における OC 受容体候補遺伝子の発現を RT-PCR 法にて検討
した。膵細胞株では GPRC6A の高レベルに発現に対して GPR158 の発現はわずかであった。
一方、ラット脳組織および PC12 細胞では、いずれにおいても GPR158 が高レベルに発現を
認めたが GPRC6A の発現はほとんど検出できなかった。この結果は、全身糖代謝修飾におい
て OC の主な標的器官の１つである膵臓では、OC は Glu 型のみを感知する GPRC6A を介し
て作用するのに対し、脳組織や PC12 細胞では、GluOC と GlaOC の両者が同様に脳機能保
護作用や(5)、細胞増殖および神経突起伸長を促進したことから GPRC6A 以外の受容体を介し
て作用するとの予想と一致した。 
神経細胞の突起伸長では細胞内シグナルのうち、ERK リン酸化経路が促進的に作用するこ

とが報告されていることから、PC12 細胞において OC が直接的に ERK 経路を活性化しうる
か確認した。PC12 細胞を 50 ng/mL の GluOC または GlaOC で刺激すると 15 分から 30 分
後をピークとする ERK のリン酸化亢進を認めた。 
これらの結果から PC12 細胞では OC が受容体 GPR158 を介して直接的に ERK リン酸化

経路などの細胞内シグナルを惹起して効果を発揮することが示唆された。 

（3）神経細胞の生存能における OC 刺激の効果 
OC による PC12 の細胞増殖促進や神経突起伸長は、個体レベルで観察された脳の発達や記

憶力の維持における促進的な作用を支持するものと考えられる。細胞レベルでは OC がさま
ざまなストレスから細胞に保護的に作用する可能性があると考え、過酸化水素処理によって
誘導される細胞死における OC の影響を検討した。本研究において、PC12 細胞を 0.1 mM 
H2O2 で処理すると細胞の生存率は約 70%低下したが、細胞を H2O2処理する前に GluOC ま
たは GlaOC で 24 時間の前処理を行うと、GluOC および GlaOC いずれにおいても 5 および
50 ng/mL 濃度において前処理により細胞の生存率が約 40%上昇した。このとき、H2O2処理
によって細胞内のアポトーシス関連タンパク質 PARP の切断され、アポトーシスが誘導され
ていることが確認されたが、OC 処理は H2O2処理によって誘導される PARP の切断も阻害し
たことから、OC は神経細胞において酸化ストレス誘導性のアポトーシスを抑制することが示
唆された。 
本研究により骨タンパク質 OC は、受容体 GPR158 を介して神経細胞に直接作用して細胞

増殖や突起伸長を促進し、ストレスによるアポトーシスを抑制しうることが明らかとなった。
この成果は、認知障害や発達障害の予防や治療において、骨タンパク質 OC や受容体 GPR158
を標的とする新たな戦略開発に寄与することが期待される。 
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