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研究成果の概要（和文）：骨が分泌するオステオカルシン(OC)がインスリン分泌を促して全身の代謝を活性化す
ることが報告され、骨のホルモン作用として注目を集めている。
　本研究では、OCは腸管から作用して、GLP-1(インクレチンの１種)の分泌を促してインスリン分泌に至ること
を明らかにした。したがって、経口投与でも有効であった。また、OCは脂肪細胞に作用して善玉のアディポネク
チンの産生・分泌を促進することも明らかにした。これらの有効作用には性差があり、雌で顕著であった。ま
た、妊娠中のみOCを経口投与すると、仔の良好な代謝状態が保たれることを示した。これらの結果は、OCがメタ
ボの予防・治療に応用できることを示している。

研究成果の概要（英文）：Bone has traditionally been regarded as a static structural organ that 
supports movement of the body and protects the internal organs. However, evidence has been 
accumulated in the past decade showing that bone also functions as an endocrine organ that regulates
 systemic glucose and energy metabolism. Osteocalcin (OC), an osteoblast-specific secreted protein, 
acts as a hormone by stimulating insulin production and increasing energy expenditure and insulin 
sensitivity in target organs. In the present study, we clarified that OC stimulated the secretion of
 glucagon-like peptide 1 from enteroendocrine cells, leading to insulin secretion. OC also 
stimulated adiponectin release from adipocytes. Thus, animal studies have shown that an oral 
application of OC ameliorates glucose intolerance, reducing blood glucose level. Therefore, it has 
been suggested that OC could be a feasible preventive or therapeutic agent for metabolic disorders. 

研究分野： 歯科基礎医学　生化学　薬理学

キーワード： オステオカルシン　インクレチン　インスリン　エネルギー代謝　メタボリックシンドローム　骨
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１．研究開始当初の背景 

 我々は細胞シグナリング研究から新規タンパク
質を見いだし、その構造的・機能的特徴から 

PRIP (phospholipase C-related, but catalytically 
inactive protein) と名付けて機能解明をすすめ
てきた。当時までに Ca2+ シグナリングや GABAA 

受容体機能に関わる役割に関する研究で成果
を発表してきた。 

 PRIP 遺伝子欠損 (KO) マウスを作製し、ラ氏
島からのインスリン分泌の亢進を観察した。下垂
体からのゴナドトロピン分泌の亢進も確認した。
これらの結果から、PRIP が開口分泌の抑制に
関わっているのではないかと想起し、PRIP が開
口分泌の抑制に関わる分子基盤の解明研究な
らびに開口分泌のリン酸化制御に関する研究を
行ってきた。 

 一方、KO マウス飼育中にメスに起因する生殖
機能不全に気付いた。生殖を統御する HPG 

axis （視床下部・下垂体・性腺軸） でゴナドトロ
ピンが高値の割にエストロゲンが低値であった。
このアンバランスから骨粗鬆症様ではないかと
想定し、骨に着目して解析したところ予想に反し
て骨量の増加、骨から分泌されるオステオカル
シン (OC) の血中濃度の増加、骨芽細胞の分化
促進、破骨細胞の活性低下などを観察した。 
 
２．研究の目的 

 上記の研究を継続する中で、骨研究とメタボリ
ックシンドローム（メタボ）を繋ぐ報告が相次い
だ；骨芽細胞が合成・分泌するオステオカルシン 

(OC) がインスリン分泌を亢進する。OC には 

GlaOC と GluOC の２種類があり、GluOC がイン
スリン分泌を促す。上記の PRIP 欠損マウスは高
い骨密度 (高 GluOC 血漿)、高インスリン血漿、
瘠せ体型を呈することから、関連性を探るために 

OC 研究に着手した。 

 メタボの中でも糖尿病の研究・臨床で注目され
ている分子はインクレチン (GLP-1 や GIP) であ
る。小腸上皮細胞が分泌する消化管ホルモンで、
インスリン分泌を促すが、糖尿病患者が最も恐
れる低血糖を惹起しない上に多くの内蔵臓器の
保護作用を有する。これが注目を集めている所
以であろう。 

 そこで本研究は (目標１) GluOC によるインスリ
ン分泌におけるインクレチンの関わり；(目標２) 

雌雄差の解明という２つの目標の達成とこれらに
おける PRIP の役割の解明を目指した。 
 

３．研究の方法 

 小腸内分泌細胞株や脂肪細胞株、マウス個体
を用いて GluOC 添加・静脈内、腹腔内、経口
投与による GLP-1 やアディポネクチンの分泌ア
ッセイ、血糖値に加えて血中ホルモン (GLP-1 

やインスリン、アディポネクチン) の定量、耐糖能
試験、インスリン感受性試験、膵臓、肝臓、脂肪
の組織化学的検査などを行った。 
	 
 

４．研究成果 

（１） GluOC 作用 

遺伝子増幅および免疫染色により、マウス小腸
に GluOC 受容体 GPRC6A が発現していること
を確認した。マウス小腸由来  STC-1 細胞に
GluOC を添加すると濃度依存的にインクレチン
の１種である GLP-1 が分泌されたが、高濃度で
はその効果は減弱した。また、GlaOC は無効で
あった。マウス個体の静脈や腹腔内に GluOC 

を注射すると、濃度依存的に血中 GLP-1 およ
びインスリン濃度が増加したが、一定量を越える
と効果は減弱した。経口投与でも同様の効果が
認められたが、この場合には高濃度投与による
効果の減弱化は認められなかった。GlaOC の
腹腔内あるいは静脈内投与は無効であったが、
経口投与では GluOC 同様に血中 GLP-1 やイ
ンスリン濃度が上昇した。これは、胃内を通過す
ることによって胃内腔の酸性環境が GlaOC を
脱カルボキシル化したためと考えられる。実際に 

GlaOC の経口投与によって血中 GluOC が上
昇するのを確認した。  

 野生型マウスに対して GluOC（3ng/g 体重） を
週に３回、１０週間あるいは週に５回、４週間にわ
たって経口投与したところ、メスで空腹時血糖の
低下、膵臓ラ氏島の面積の増加に伴うインスリン
分泌量増加、耐糖能の改善、脂肪細胞の小型
化などが観察された（下図）。しかし、体重、骨の

状態、インスリン抵抗性に変化はなかった。 

 経口投与された GluOC の消化管内での動態
も明らかにした。GluOC の大部分は胃液や腸液
のタンパク質分解酵素によって消化されるが、わ
ずかな量が24時間以内で消化管内腔に残留す
ることが分かったが、48 時間経過すると検出限
界以下にまで下がった。しかし、毎日投与すると
一定量が消化管内腔に維持される事を確認し
た。また、血中 GluOC 濃度もそれに応じて高値
を維持した。 

（２） GLP-1 の関与 

上述の様に、GluOC の経口投与によって血中 

GLP-1 濃度と共にインスリン濃度の上昇が認め
ら れ た が 、 GLP-1 受 容 体 ア ン タ ゴ ニ ス ト 

Exendin(9-39) の前投与によって抑えられたこと
から GluOC によるインスリン分泌作用の一部は 

GLP-1 作用を介していることが示唆された。また、
GLP-1 受容体遺伝子欠損マウスに GluOC を
投与したところ、代謝改善効果は認められなか
った。 
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 小腸組織切片の免疫染色により、GluOC の受
容 体 で あ る  GPRC6A が 小 腸 内 腔 の 細 胞 に 

apical 側のみならず basolateral 側にも存在する
ことを確認した。そのうちのいくつかは GLP-1 と
共局在していることも明らかにした。つまり、
GluOC は全身の血流及び消化管内腔側の両
方から作用し、GLP-１ の分泌を促し得ることが
示唆された（下図）。 

 

（３） GluOC の脂肪細胞に対する作用 

前駆脂肪細胞株 3T3-L1 を脂肪細胞に分化さ
せ、GluOC を添加すると PPARγ の発現が亢進
し、アディポネクチンの分泌が促進されることを
明らかにした。GPRC6A をノックダウンした細胞、
MEK 及び PKA の阻害剤などを用いた実験で 

GluOC は GPRC6A を介して PKA、MEK を活
性化し、アディポネクチンの発現に至るシグナリ
ング経路を明らかにした（下図）。 

 

（４） GluOC の世代を超えた作用 

妊娠母体に GluOC を投与すると、投与期間が
妊娠期間中のみであるに関わらず、GluOC によ
り生まれた子供が成獣になった時まで代謝状態
を正常化させる作用があることを明確にした。 

 妊娠中に高脂肪食 （HFD） を摂取した母親の
産仔は、通常食 (ND) を摂取していた母親から
生まれた産仔より体重が有意に重く、また、膵発
生やβ細胞増殖に寄与する Pdx-1 の膵臓での
発現が増強していた。これらの傾向は、仔が成
獣となった後も引き続き観察されたが、妊娠母
体過栄養による仔に対する影響は、妊娠母体が 

GluOC を摂取することで回避された。離乳後に
これらの仔の食餌状態 （HFD/ND） を区別して
追跡した際、ND 飼育群の仔マウスでは雌雄い
ずれにおいても著明な差異は認めなかったが、

HFD 飼育群ではいくつかの差異が認められた。
例えば HFD で飼育された母体から生まれた雌
性マウスではメタボ状態の悪化を示す指標が高
かったが、母体が GluOC を投与されていた雌
性マウスではこのような影響は認められなかった
（下図）。 

 一方、雄性マウスでは逆に、ND で飼育された
母体から生まれた方にメタボ状態の悪化を示す
指標が高かった。この場合も母体が GluOC を
投与されていた場合は正常であった。GLP-1 受
容体欠損マウスではこのような結果は認められ
なかったことから、この効果も GLP-1 を介したも
のであると考えられる（上図）。 

（５） GluOC 作用の性差 

GluOC の長期間にわたる経口投与による糖・脂
質代謝改善効果が雌に限定したものであること
を明確にした。 

 雄性マウスに GluOC を長期間投与すると、耐
糖能およびインスリン抵抗性がやや悪化した。ま
た、脂肪細胞の肥大化と血中アディポネクチン
濃度の低下が認められた。これらの所見は、高
脂肪食で飼育したメタボマウスにおいてより顕著
であった。GluOC によって血中テストステロン濃
度が上昇したことから、精巣摘出術を施すと、雌
性マウス同様に GluOC による糖代謝の改善が
認められた。さらに、雌性マウスに浸透圧ポンプ
を用いてテストステロン持続投与しつつ同様の
実験を行うと、GluOC によって耐糖能が悪化し
た。テストステロンは脂肪細胞からのアディポネ
クチン分泌を抑えることが報告されている。実際、
GluOC 投与群およびテストステロン持続投与群
ではコントロールと比べて血中アディポネクチン
濃度が減少していた。以上のことから、GluOC 

のエネルギー代謝改善効果には雌雄差があり、
それは GluOC による血中テストステロン濃度上
昇とそれに伴うアディポネクチン低下による可能
性が高いことが示唆された。GluOC の効果に性
差があるという事実は、人への適用を考えた際
に重要であり、その原因の一端を明らかにした。 
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（６） 廃棄豚骨ガラからの GluOC の抽出と作用 

我々の居住する福岡地区は豚骨ラーメンをはじ
め、豚骨の食文化が根付いており、年間 4,000 

トンもの豚骨ガラが廃棄されているという。我々
の報文を受けて公益財団法人福岡県リサイクル
総合研究事業化センターの仲介で回収を担っ
ている株式会社クリーン・エコバランス (CEB) 社
の知己を得た。CEB 社では廃棄豚骨ガラを何と
か原料化して利用する事は出来ないかと考えて
いた。そこで、急遽本研究の中で、食品素材とし
て商工業的に使用された後の廃棄豚骨から OC 

の抽出とその生理活性の解析を行い、廃棄豚骨
を OC の原料化することを目指した。豚骨ガラ
に含まれる OC の大部分は代謝活性化作用を
持たない GlaOC であるが、経口投与により胃の
酸性環境を通過することによって一部が GluOC 

に変わることを既に確認した。  

 

 現時点では、廃棄豚骨ガラから OC の抽出、
抽出物のマウスへの経口投与、投与マウスのメ
タボ解析を行い、組換え GluOC と同様の効果
を得ている。 

（７） 当初は予期しなかった GluOC の作用 

① GluOC による抗がん作用に関する研究 

平成２５年５月から本予算で雇用した学術研究
員は大学院時代から留学時代にかけてがん生
物学を専門としてきた。そこで、GluOC の多彩な
作用をがん生物学の観点から探り始めた。 

 GluOC には抗がん作用のある事が分かってき
た。ヒト前立腺がん細胞株を用いて細胞増殖試
験を行うと GluOC には抑制的作用が、GlaOC 

には促進的な作用があることが分かってきた。正
常前立腺上皮細胞では両 OC ともに増殖亢進
が認められた。GluOC により BrdU 取り込みの
抑制、活性型 capapase3/7 の増加を観察した。
また、GluOC によって受容体型チロシンリン酸
化レベルが低下することが分かった。マウス個体
を用いた実験のために、異種であるので免疫不
全 nude mouse を用いてヒト前立腺がん細胞株
の移入実験を行ったが、著明な GluOC 効果は
認 め ら れ な か っ た 。 そ こ で 、 同 種 の マ ウ ス 

melanoma 細胞株を用いて同様の実験を行った
ところ、試験管内実験で同じ結果が得られた。
次いで、野生型マウスに melanoma 移植実験を
行ない、がん塊の肥大化を観察したが、浸透圧
ポンプによって GluOC を継続的に投与すると
肥 大 化 の 抑 制 が 認 め ら れ た 。 こ の 結 果 は 

GluOC による直接的ながん細胞の増殖抑制に
加えて細胞性免疫の賦活作用が GluOC には
あることが示唆された。 

 

② マウスに GluOC を腹腔内投与すると、その
直後の血中 NO (nitric oxide) 濃度が上昇した。
また、動脈硬化誘発モデルマウスに GluOC を
週 5 回、４週間にわたって腹腔内投与すると大
動脈内膜の肥厚、血中総コレステロール値およ
び LDL 値が抑制された。正常大動脈血管内皮
細 胞 株 に  GluOC を 添 加 す る と  eNOS 

(endothelial nitric oxide synthase) の発現上昇と
培養上清中 NO の上昇が認められたことから、
その効果は血管内皮細胞における NO 産生を
介することが示唆された。 

（８） PRIP の関与 

PRIP 欠損マウスは高 OC 血漿、高インスリン血
漿ならびに痩せ体型を示し、一義的な原因が骨
量の増加、すなわち高 OC にあるのではないか
と想起したが、個々の形質は相互に関連しない
ことが分かった。 
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