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研究成果の概要（和文）：骨基質タンパク質であるオステオカルシン (GluOC)は、全身の糖・エネルギー代謝を
改善するだけでなく、筋肉量維持にも寄与する。骨格筋は脂肪細胞から動員された脂肪酸を取り込みエネルギー
源とする。GluOCの脂肪分解への影響を検討するため、脂肪細胞特異的GPRC6A（GluOC受容体）欠損マウスを作製
し、解析を行なった。GPRC6A欠損マウス由来脂肪組織では脂肪分解酵素群の発現が低下しており、脂肪分解が抑
制されていた。そのため、エネルギー源としての脂肪酸の利用も低下していた。以上のことから、GluOCは脂肪
の分解を促し、骨格筋のエネルギー源となる遊離脂肪酸の放出に寄与することが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Uncarboxylated osteocalcin (GluOC) is a bone-derived hormone that plays an 
important role not only in glucose and energy metabolism but also in maintaining skeletal muscle 
mass. GPRC6A, a member of family C of G protein-coupled receptors, has been reported to serve as a 
GluOC receptor. We analyzed adipocyte-specific GPRC6A deficient mice and found that these animals 
manifested adipocyte hypertrophy under obesogenic environment. This was associated with reduced 
lipolytic activity due to down-regulation of lipolytic enzymes in adipose tissue of the knockout 
mice. Suppressed lipolysis resulted in reduced fatty acid release in the circulation compared with 
control mice. Our results suggest that the constitutive activation of GPRC6A signaling by GluOC in 
adipocytes plays a key role in lipolysis, providing fatty acid as an energy source to the skeletal 
muscle.

研究分野： 基礎歯学

キーワード： オステオカルシン　脂肪分解　肥満

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
サルコペニア肥満は、代謝異常と運動機能低下の悪循環によって、サルコペニアや肥満の単独事象よりも深刻な
身体機能低下をもたらし、要介護・寝たきりのリスクが高まる。GluOCは、脂肪細胞におけるGPRC6Aシグナルを
介して脂肪の分解を促進する。つまり、GluOCは食餌誘発性の肥満とそれに起因する代謝異常を抑制するのみな
らず、脂肪分解促進作用による遊離脂肪酸放出によって骨格筋にエネルギー源を供給し、骨格筋の機能向上にも
寄与する。GluOCはサルコペニアと肥満の両方にアプローチすることでサルコペニア肥満の悪循環を断ち切る治
療標的となり得る。

※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 

かつてない高齢社会を迎えた日本の重要な課題の一つは増え続ける医療・介護費であり、健康寿命 

(日常生活に 支障のない期間の平均) の延伸がその解決の鍵を握る。中でも加齢に伴う骨格筋量の減
少と筋力の低下を特徴とするサルコペニア（加齢性筋肉減弱現象）は、歩行障害→転倒→骨折→寝た
きり→要介護・認知症リスク増大といった悪循環を引き起こす可能性がある。口腔領域においてもサルコ
ペニアと嚥下・咀嚼機能低下との関連が報告されている。口腔機能の低下は低栄養を招き、悪循環をさ
らに加速させる可能性がある。そのため、サルコペニアの予防および治療方法の確立は急務である。近
年、サルコペニアと肥満を合併した「サルコペニア肥満」が問題となっている。サルコペニア肥満は高齢
者に特徴的な肥満の形態である。これは単なる 2 つの病態の組み合わせではなく、代謝異常と運動機
能低下の悪循環に陥ることによって相互に病態が進行することが知られている。したがってサルコペニ
アや肥満の単独事象よりも深刻な身体機能低下をもたらすため、発症予防や治療に関する新しい概念
を生み出す必要がある。 
 
２．研究の目的 

我々がこれまで研究を行ってきた骨基質タンパク質であるオステオカルシン（GluOC） は、サルコペニ
ア肥満という病態に対し、サルコペニアと肥満の両方にアプローチできる可能性がある、魅力的な分子
である。GluOC は、全身の糖・エネルギー代謝を改善するだけでなく、筋肉量維持にも寄与することが
報告された。つまり、GluOC はサルコペニアと肥満の両方にアプローチできる可能性がある。本研究の
目的は、サルコペニア肥満の治療標的としての GluOC の可能性を探ることである。 
 
３．研究の方法 
(1) 骨格筋インスリン抵抗性モデル細胞として、筋細胞に分化させたラット由来筋細胞株 L6 細胞を高

グルコース高インスリン培地で培養した。また、低濃度 H2O2 存在下で 48 時間培養した同細胞を
肥満による慢性的な酸化ストレスモデルとした。以上 ２ つのモデルを組み合わせてインスリン抵抗
性と酸化ストレスが相互に与える影響を検討した。続いて、それらのモデルで悪化したインスリン抵
抗性あるいは酸化ストレスを GluOC が回復できるかを検証する。 

(2) 骨格筋は脂肪細胞から動員された脂肪酸を取り込みエネルギー源とする。GluOC の脂肪分解へ
の影響を検討するため、脂肪細胞特異的 GPRC6A 欠損マウスを作製し、解析を行なった。 

 
４．研究成果 

＜骨格筋細胞における GluOC のインスリン抵抗性改善作用の検証＞ 

骨格筋の、肥満による慢性的な酸化ストレスモデル細胞として、筋細胞に分化させた L6 細胞を高グ
ルコース (15g/L) 培地、あるいは低濃度過酸化水素存在下で培養したものを用いた。これらの条件で
培養した筋細胞は、インスリン刺激による Aktのリン酸化が抑えられており、肥満によるインスリン抵抗性
モデル細胞として使用できることを確認した。 

これらのモデル細胞に GluOC を１時間作用させたのちにインスリン刺激を行い、悪化したインスリン
抵抗性を GluOC が回復できるかを検証した。その結果、予想に反して GluOC を添加した細胞でインス
リン誘導性の Akt のリン酸化が抑制されることがわかった。また、酸化トレスマーカーであるカルボニル
化タンパク質も GluOC によって増加することがわかった。一方、通常培地で培養した L6筋芽細胞に対
して GluOC を作用させると、インスリン刺激時の糖取り込みに大きな違いはな
かったものの、定常状態での糖取り込みが GluOC によって顕著に亢進して
いることが明らかになった。 

 

＜脂肪細胞における GluOC の作用＞ 
G タンパク質共役型受容体である GPRC6Aは GluOC の受容体として同定

されているが、オルニチンやテストステロンなど、様々な物質をリガンドとす
る。 

骨格筋は脂肪細胞から動員された脂肪酸を取り込みエネルギー源とする。
そこで、GluOC の脂肪分解への影響を検討するため、3T3-L1 脂肪細胞を
GluOC、あるいは GPRC6Aのリガンドであるオルニチンで刺激すると、脂肪分
解酵素律速酵素である Adipocyte triglyceride lipase (ATGL)とその転写因子
FoxO1 の発現が上昇した。GPRC6A をノックダウンした 3T3-L1 細胞を
GluOC あるいはオルニチンで刺激しても ATGL の発現上昇は見られなかっ
た。GPRC6A 刺激による遊離脂肪酸の放出を調べたところ、コントロール細
胞では GluOC ならびにオルニチンによって遊離脂肪酸の放出が増加した
が、GPRC6A ノックダウン細胞では遊離脂肪酸の放出量に違いは見られな

Figure 7. Activation of GPRC6A signaling upregulates ATGL expression in 3T3-L1 adipocytes. A, immunoblot analysis of adipose triglyceride lipase
(ATGL) and forkhead box O1 (FoxO1) in 3T3-L1 adipocytes stimulated with the indicated concentrations of ornithine or uncarboxylated osteocalcin (GluOC)
for 8 h. B and D, cells were incubated with the indicated concentrations of ornithine for 8 h, after which the amount of free fatty acids released into the
culture medium was measured (D). Cell lysates were subjected to immunoblot analysis of acyl-CoA oxidase-1 (ACOX1), medium-chain acyl-CoA dehy-
drogenase (MCAD), and peroxisome proliferator–activated receptor α (PPARα) (B). C, immunoblot analysis of GPRC6A and ATGL in 3T3-L1 adipocytes
transfected with control or GPRC6A siRNAs and stimulated with the indicated concentrations of ornithine, GluOC, or dibutyryl-cAMP (db-cAMP) for 8 h. E,
immunoblot analysis of ATGL in 3T3-L1 adipocytes stimulated with the indicated concentrations of ornithine, GluOC, or db-cAMP in the absence or the
presence of protein kinase A (PKA) inhibitor (PKI) 14-22 for 8 h. F, immunoblot analysis of ATGL in explants of the adipose tissue from control and adG6AKO
stimulated with the indicated concentrations of ornithine or GluOC for 24 h. G, immunoblot analysis of ATGL in explants of the adipose tissue from control
mice stimulated with the indicated concentrations of ornithine, GluOC, or db-cAMP in the absence or the presence of PKI 14-22 for 24 h. Representative
blots and quantitative data for relative protein abundance normalized to that of β-actin from multiple blots are shown. All quantitative data are the mean ±
SEM from at least three independent experiments. *p < 0.05, **p < 0.01 for the indicated comparisons or #p < 0.05 versus the corresponding value for its
corresponding control (one-way ANOVA).
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図 1.  
GPRC6A をノックダウンした 3T3-L1
細胞を GluOC あるいはオルニチン
で刺激し、培養上清に放出された遊
離脂肪酸を測定した。 
*p<0.05 vs. siControl Vehicle, 
#p<0.05 vs. corresponding control. 



 

 

かった（図１）。 

＜脂肪特異的 GPRC6A 欠損マウスの解析＞ 

GPRC6Aの exon2, 3を含むゲノム領域を LoxP 配列で挟んだ flox マウスと成熟脂肪細胞特異的に Cre
リコンビナーゼを発現する Fabp4-Cre マウスを交配し、脂肪細胞特異的 GPRC6A 欠損マウス
（adG6AKOマウス）を作製して解析を行なった。 

脂肪に adG6AKO および対照群のマウ
スを、離乳直後から高脂肪高ショ糖食で
飼育し、食事誘発性肥満に対する感受性
を比較したところ、高脂肪高ショ糖食開始
初期は両遺伝子群で体重増加に違いは
見られなかったが、14 週を過ぎた頃から
adG6AKO マウスの体重が有意に大きくな
った（図２A）。 

それぞれのマウスの脂肪組織におい
て、脂肪加水分解酵素である ATGL とホ
ルモン感受性リパーゼ(Hormone sensitive 
lipase, HSL)、脂肪的表面結合タンパク質
である Perlipin の発現が adG6AKO 群の
脂肪組織で著しく低下していた (図 3A)。
脂肪分解酵素群の発現低下によって実際に脂肪の分解が抑制されていることを確認するため、イソプ
ロテレノール刺激による脂肪分解を検討した。その結果、adG6AKO群でイソプロテレノール投与後の血
中遊離脂肪酸が有意に低下していることが示された（図 3B）。酸素消費量と二酸化炭素排出量から呼
吸交換比を算出すると、Day cycle における呼吸交換比が adG6AKO で上昇していた。このことは、
GPRC6A を欠損したマウスでは脂肪酸をエネルギー源として使用しづらくなっていることを示している
（図 3C）。 

 

我々は以前、GluOC が 3T3-L１細胞で cAMP-PKA経路を活性化することを報告している。野生型の
脂肪組織器官培養では、GluOC ならびにオルニチン刺激により ATGL の発現が上昇し、細胞透過性
の cAMP アナログである db-cAMPでも同様に ATGL
の発現が上昇した。一方、GPRC6A を欠損する脂肪
組織培養では GluOC ならびにオルニチンによる
ATGL の発現上昇は抑えられたが、db-cAMP の効果
は抑えられないことを確認した（図 4A）。いずれの刺
激による ATGL の上昇も、cAMP 依存性プロテインキ
ナーゼ A（PKA）の阻害剤である PKI 14-22 を作用さ
せることによって抑えられた（図 4B）。以上のことから、
GluOC、オルニチンによって脂肪組織の GPRC6A が
活性化し、cAMP-PKA シグナル伝達経路を経て
ATGLの発現が上昇することが明らかになった。 

以上のことから脂肪細胞において、GluOC による
GPRC6A シグナルの活性化が脂肪の分解を促し、骨
格筋のエネルギー源となる遊離脂肪酸の放出に寄与
することが明らかになった。 

that the abundance of lipolysis-related proteins, including
ATGL, HSL, perilipin, and FoxO1, was markedly down-
regulated in eWAT of adG6AKO mice compared with that of
control mice (Fig. 5A). The extent of HSL phosphorylation at
Ser563, which promotes lipolysis, was unchanged in adipocytes
of the mutant mice; meanwhile, that of perilipin at Ser497,
which triggers lipolysis by leading to the activation of ATGL,
was increased (Fig. 5A). The abundance of interferon regula-
tory factor 4 (IRF4), a FoxO1-dependent transcription factor
that regulates the expression of both ATGL and HSL (19), also
tended to be reduced in adipocytes of adG6AKO mice,
although this difference was not statistically significant
(Fig. 5A). Immunoblot analysis also showed that the amounts
of ATGL and HSL in eWAT were significantly reduced or
tended to be reduced, respectively, in 25-week-old adG6AKO
mice that were fed a normal diet compared with control mice
(Fig. S2E). Consistent with this latter finding, the serum
nonesterified fatty acid (NEFA) level after food deprivation for
4 h was significantly lower in the mutant mice (Fig. S2F).

We also examined the expression of lipolysis- and
adipogenesis-related molecules at the mRNA level in the

eWAT of adG6AKO and control mice that were fed the HFS
diet (Fig. 5B). The expression of lipolysis-related genes,
including Pnpla2 (encoding ATGL), Lipe (encoding HSL), and
Plin2 (encoding perilipin), was significantly downregulated in
eWAT of adG6AKO mice. On the other hand, expression of
the adipogenic genes, Pparg, Klf15, and Srebp1c, did not differ
between the two genotypes, suggesting that adipogenesis is not
affected by Gprc6a deletion. Expression of Cd36 and Slc27a2,
both of which encode proteins that contribute to fatty acid
uptake as well as that of the lipogenic gene Fas (encoding fatty
acid synthase), was also significantly reduced in GPRC6A-
deficient adipose tissue. These findings indicate that
GPRC6A ablation in adipocytes results in the impairment of
lipolysis and consequent adipocyte hypertrophy.

Impairment of lipolysis because of adipocyte-specific ablation
of GPRC6A leads to altered fuel utilization

To examine whether the suppression of lipolytic molecules
in GPRC6A-deficient adipose tissue is actually reflected in the
impairment of lipolysis in living mice, we examined control
and adG6AKO mice in response to three situations that

Figure 2. Adipocyte-specific ablation of GPRC6A sensitizes male mice to diet-induced obesity. A, time course of body weight for control and adG6AKO
mice during maintenance on the HFS diet for 12 weeks, beginning at 3 weeks of age. Error bars are omitted for clarity. B, body length of the control and
adG6AKO mice at 15 weeks of age. C, representative appearance and epididymal adipose tissues of control and adG6AKO mice fed with HFS for 15 weeks.
D, food intake measured over 2-week intervals, ending at 12 and 15 weeks of age. E, organ and tissue weights after maintenance of mice on the HFS diet for
15 weeks. All data are the mean ± SEM for 8 to 10 mice per group. *p < 0.05, **p < 0.01 versus the corresponding value for control mice by two-way ANOVA
(A) and Student’s t test (E). BAT, interscapular brown adipose tissue; HFS, high-fat and high-sucrose; WAT, white adipose tissue.

GPRC6A signaling and adiposity
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図 2.  
A. 雄性 adG6AKO マウスを 12 週間にわたって高脂肪高ショ糖食で飼育した際の体重増
加。B. 15 週齢における体長。C.  
*p<0.05 vs. siControl Vehicle, #p<0.05 vs. corresponding control by Two-way ANOVA. 

kinase A (PKA) inhibitor (PKI) 14-22 attenuated these effects
(Fig. 7E).

Finally, we confirmed the effect of deficiency in GPRC6A
signaling observed in 3T3-L1 adipocytes using ex vivo culture
of adipose tissue from control and adG6AKO mice. Ornithine
and GluOC increased the abundance of ATGL in control ad-
ipose tissue but had no effect on GPRC6A-deficient adipose
tissue (Fig. 7F). We also confirmed that db-cAMP stimulated
ATGL expression as ornithine, GluOC, and the PKA inhibitor
PKI 14-22 attenuated these effects in control adipose tissue
(Fig. 7G). These results indicate that GPRC6A signaling trig-
gered by ornithine or GluOC might induce lipolysis by
increasing the expression of ATGL in adipose tissue.

Discussion
Here, we examined the role of GPRC6A expression in adi-

pose tissue in the development of obesity. We found that
adipocyte-specific Gprc6a deletion increased the susceptibility
of mice to diet-induced obesity, with this effect being attrib-
utable to impaired lipolysis in adipose tissue and the conse-
quent development of adipocyte hypertrophy. The obesity
phenotype of adG6AKO mice was associated with insulin
resistance, glucose intolerance, inflammation in adipose tissue,
and hepatic steatosis. We therefore propose that GPRC6A in
adipose tissue is required for the regulation of global energy
homeostasis, especially in an obesogenic setting.

Two lines of global GPRC6A knockout mice have been
shown to manifest an obese phenotype (9, 10). One line was
also found to be characterized by the development of meta-
bolic syndrome, feminization of males, and osteopenia,
although the underlying mechanisms were not addressed (9).
The obese phenotype of the second line was shown to be due
to hyperphagia and reduced locomotion and was associated
with increased circulating insulin and leptin levels, impairment
of glucose metabolism, and an increase in the expression of the
Pomc gene (encoding pro-opiomelanocortin) in the hypo-
thalamus, with this latter effect likely being because of the
increased circulating insulin and leptin levels (10). Given that
Pomc expression in the hypothalamus reduces food intake and
increases energy expenditure (21, 22), it was proposed that
global GPRC6A knockout mice are resistant to the effects of
Pomc-derived neuropeptides (10). We have now found that
ablation of GPRC6A in adipose tissue had no effect on food
intake despite an increase in the serum leptin concentration,
with leptin having been shown to reduce appetite. Leptin
resistance, in addition to impaired lipolysis, might contribute
to the development of diet-induced obesity in adG6AKO mice.

The effect of adipose GPRC6A ablation on lipolysis was not
as evident in female mice. This was probably because of the
effect of estradiol, which makes females less susceptible to
obesity (23). Long-term GluOC administration attenuated
adipocyte expansion triggered by HFS diet feeding only in

Figure 5. Adipocyte-specific ablation of GPRC6A induces adipocyte hypertrophy because of impairment of lipolysis. A, immunoblot analysis of total
or the indicated phosphorylated (p-) forms of adipose triglyceride lipase (ATGL), hormone-sensitive lipase (HSL), perilipin, forkhead box O1 (FoxO1), and
interferon regulatory factor 4 (IRF4) in eWAT of control and adG6AKO mice that were fed the HFS diet for 15 weeks. Representative blots are shown for three
mice of each genotype as well as quantitative data from multiple blots for the relative abundance of each protein normalized by that of β-actin and for the
relative phosphorylated/total protein ratio for HSL and perilipin. B, quantitative RT-PCR analysis of relative mRNA abundance for the indicated genes in
eWAT of control or adG6AKO mice that were fed the HFS diet, as in A. Results were normalized to the amount of β-actin mRNA. All quantitative data are the
mean ± SEM for 8 to 10 mice per group. *p < 0.05, **p < 0.01 versus the corresponding value for control mice (Student’s t test). eWAT, epididymal white
adipose tissue.
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control female mice, consistent with our previous findings (13,
14). On the other hand, given that long-term GluOC admin-
istration induces insulin resistance in male mice because of an
increase in circulating testosterone levels (14), it is likely that
additional treatment with GluOC would be a more deterio-
rative additive to GPRC6A ablation.

ATGL andHSL are key lipolytic enzymes that act sequentially
in the process of triglyceride breakdown in adipocytes (24, 25).
We found that adG6AKO mice showed reduced expression
levels of ATGL and HSL in adipose tissue, likely accounting at
least in part for the impairment of lipolysis and consequent
adipocyte expansion in these animals. Indeed, insufficient

lipolysis has been associated with obesity in mice as well as in
humans (19, 26). We recently showed that GluOC, an endoge-
nous ligand forGPRC6A, increased FoxO1 expression in 3T3-L1
adipocytes (15). Here, we found that out of the known ligands for
GPRC6A other than GluOC, only ornithine increased FoxO1
expression in 3T3-L1 adipocytes. The downregulation of FoxO1
expression in the adipose tissue of adG6AKO mice was thus
possibly because of the absence of endogenous GluOC or orni-
thine signaling. This downregulation was likely responsible for
the associated downregulation of ATGL expression, given that
the ATGL gene is a direct target of FoxO1 (27). In addition to its
direct transcriptional regulation of the ATGL gene, FoxO1

Figure 6. Impairment of lipolysis because of adipocyte-specific ablation of GPRC6A leads to altered fuel utilization. A, response of control and
adG6AKO mice to 24 h of fasting. B, decline in rectal temperature during cold exposure (4 !C). C, serum NEFA levels before and 15 min after intraperitoneal
injection of isoproterenol (10 mg/kg) in food-deprived control and adG6AKO mice. D, respiratory exchange ratio (RER) calculated from oxygen consumption
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PM). E, average RER for day and night period. F, cumulative energy expenditure during daytime and nighttime. H, UCP1 expression in brown adipose tissue
from control and adG6AKO mice. β-actin was used as a loading control. All quantitative data are the mean ± SEM from at least three independent ex-
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control female mice, consistent with our previous findings (13,
14). On the other hand, given that long-term GluOC admin-
istration induces insulin resistance in male mice because of an
increase in circulating testosterone levels (14), it is likely that
additional treatment with GluOC would be a more deterio-
rative additive to GPRC6A ablation.

ATGL andHSL are key lipolytic enzymes that act sequentially
in the process of triglyceride breakdown in adipocytes (24, 25).
We found that adG6AKO mice showed reduced expression
levels of ATGL and HSL in adipose tissue, likely accounting at
least in part for the impairment of lipolysis and consequent
adipocyte expansion in these animals. Indeed, insufficient

lipolysis has been associated with obesity in mice as well as in
humans (19, 26). We recently showed that GluOC, an endoge-
nous ligand forGPRC6A, increased FoxO1 expression in 3T3-L1
adipocytes (15). Here, we found that out of the known ligands for
GPRC6A other than GluOC, only ornithine increased FoxO1
expression in 3T3-L1 adipocytes. The downregulation of FoxO1
expression in the adipose tissue of adG6AKO mice was thus
possibly because of the absence of endogenous GluOC or orni-
thine signaling. This downregulation was likely responsible for
the associated downregulation of ATGL expression, given that
the ATGL gene is a direct target of FoxO1 (27). In addition to its
direct transcriptional regulation of the ATGL gene, FoxO1
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図 3.  
脂肪組織における GPRC6A の欠損は脂肪分解酵素の発現抑制による脂肪分解の抑制を引き起こし、エネルギー源としての脂肪酸の放出を抑制する。 
A. コントロールおよび adG6AKO マウスを 15 週間にわたって高脂肪高ショ糖食で飼育したのちに性腺周囲脂肪組織における脂肪分解酵素とその転写印紙
の発現量をリン酸化を Western blotting によって比較した。B. イソプロテレノール刺激後の血中遊離脂肪酸濃度 C. 酸素消費量と二酸化炭素排出量から算
出した呼吸交換比 (Respiratory exchange ratio, RER)。 
*p<0.05 vs. corresponding control by one-way ANOVA. 

Figure 7. Activation of GPRC6A signaling upregulates ATGL expression in 3T3-L1 adipocytes. A, immunoblot analysis of adipose triglyceride lipase
(ATGL) and forkhead box O1 (FoxO1) in 3T3-L1 adipocytes stimulated with the indicated concentrations of ornithine or uncarboxylated osteocalcin (GluOC)
for 8 h. B and D, cells were incubated with the indicated concentrations of ornithine for 8 h, after which the amount of free fatty acids released into the
culture medium was measured (D). Cell lysates were subjected to immunoblot analysis of acyl-CoA oxidase-1 (ACOX1), medium-chain acyl-CoA dehy-
drogenase (MCAD), and peroxisome proliferator–activated receptor α (PPARα) (B). C, immunoblot analysis of GPRC6A and ATGL in 3T3-L1 adipocytes
transfected with control or GPRC6A siRNAs and stimulated with the indicated concentrations of ornithine, GluOC, or dibutyryl-cAMP (db-cAMP) for 8 h. E,
immunoblot analysis of ATGL in 3T3-L1 adipocytes stimulated with the indicated concentrations of ornithine, GluOC, or db-cAMP in the absence or the
presence of protein kinase A (PKA) inhibitor (PKI) 14-22 for 8 h. F, immunoblot analysis of ATGL in explants of the adipose tissue from control and adG6AKO
stimulated with the indicated concentrations of ornithine or GluOC for 24 h. G, immunoblot analysis of ATGL in explants of the adipose tissue from control
mice stimulated with the indicated concentrations of ornithine, GluOC, or db-cAMP in the absence or the presence of PKI 14-22 for 24 h. Representative
blots and quantitative data for relative protein abundance normalized to that of β-actin from multiple blots are shown. All quantitative data are the mean ±
SEM from at least three independent experiments. *p < 0.05, **p < 0.01 for the indicated comparisons or #p < 0.05 versus the corresponding value for its
corresponding control (one-way ANOVA).
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図 4.  
GPRC6A シグナルの活性化は ATGL の発現を上昇させる。A. 
野生型および adG6AKO マウス由来脂肪組織を器官培養し、
GPRC6A のリガンドで刺激した際の ATGL 発現量。B. 野生型
マウス由来脂肪組織の器官培養の AGTL 発現量。C.  
*p<0.05 vs. corresponding control by one-way ANOVA. 
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