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研究成果の概要（和文）：骨ホルモン、オステオカルシン（GluOC）を継続投与すると高脂肪食で飼育したマウ
スのメタボ状態が改善することを報告した。本研究では、① GluOCが脂肪細胞を小型化し、隣接した巨大脂肪細
胞を“間引き”するように細胞死に導いて、残った小型脂肪細胞がアディポネクチンの分泌を亢進することを見
出した。② GluOCによるメタボ状態の改善効果がGluOCによる直接的効果というよりも、消化管ホルモンである
Glucagon-like peptide-1（GLP-1）の作用を介した作用が大きいことを明らかにした。③ 妊娠母体のGluOC投与
は仔の成長後のメタボ状態を改善することを見出した。

研究成果の概要（英文）：Osteocalcin is a bone-derived hormone that in its uncarboxylated form 
(GluOC) plays an important role in glucose and energy metabolism by stimulating insulin secretion 
and pancreatic beta-cell proliferation. In the study (1) We clarified the molecular mechanism by 
which GluOC triggered cell death of adipocytes, thus resulting in the decrease of abdominal adipose 
tissues and the increase of adiponectin secretion. (2) We showed that the beneficial effect of GluOC
 on metabolic status such as insulin secretion, glucose tolerance and others is mediated 
predominantly by glucagon-like peptide-1 (GLP-1) signaling, rather than direct effect by GluOC 
itself. (3) We observed that maternal diet during pregnancy influenced the health of offspring in 
adulthood, and administration of GluOC during gestation improves metabolic status in female 
offspring mice in adulthood, indicating that eneficial effects of GluOC administration on metabolic 
status are transmitted to the offspring beyond generation.

研究分野：歯科基礎医学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、オステオカルシンの内分泌作用のメカニズムの一端を解明した。特に脂肪細胞への直接的な作用に
おいて、高濃度のオステオカルシンが巨大脂肪細胞の細胞死（ネクロトーシス）を誘導するシグナリング経路を
解明した学術的意義は大きい。また、オステオカルシン投与が全身的なメタボ状態（空腹時血糖、耐糖能、イン
スリン抵抗性など）を改善するのは、直接的効果ではなく、消化管ホルモンであるGLP-1を介する効果が大きい
という発見の意義も大きい。加えて、疾病胎児起源説におけるオステオカルシンの有益性に関する発見も興味深
い。今回の成果は、生活習慣病に対する新たな生理・薬理学的アプローチにつながる可能性がある。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

肥満とそれに起因するメタボリックシンドローム （メタボ） は、QOL を著しく低下させるとともに生命の

危機にも繋がる合併症を併発する。摂食と代謝（消費）のアンバランスに起因することは明らかで、   

これらの調節機構の解明は、予防や治療に関する新しい概念を生み出す可能性がある。したがって 

多方面からの研究成果が求められる。 

最近になって骨代謝とエネルギー代謝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 (osteocalcin, OC) がインスリン分泌を亢進するという報告である(1-3)。OC にはグルタミン酸 

残基が g-carboxyl 化された Gla 型 (GlaOC) とされていない Glu 型 (GluOC) の２種類があり、大部分

は骨基質に埋もれている。わずかな量が血液中を循環し、２種類のうち GluOC がインスリン分泌を  

促す。 

GluOC によるインスリン分泌亢進の報告を受けて、血中 OC 量とヒトのメタボ状態との関連に関する

疫学研究が行われ、数年の短い期間に 100 報以上の論文が世界中から発表され(4)、注目の高さが 

伺える。そんな中、我々は独自の発見（下記）をして注目を集めている（下図参照；太矢印が我々の  

発見）。 

① GluOC は腸管の内腔と基底膜の両側から  GluOC 

の受容体  GPRC6A (G タンパク共役型受容体) を 

刺激してインクレチン GLP-1 を分泌し、インスリン分泌

に至る(5,6)。 

② GluOC はペプチドであるが、経口投与してもマウス

の糖・脂質代謝が改善される(6)。 

③ GluOC は脂肪細胞に作用して、転写因子 PPARg の

発現を促してインスリン感受性を高めるアディポネク

チン分泌を亢進する(7)。 

④ GluOC の有効作用には性差がある。メスにおいて 

顕著で、オスでは性ホルモン（テストステロン）の分泌

を促すとともに、糖・脂質代謝に悪影響がある(8)。 

研究の進展と共に新たな疑問点が浮き彫りにされた。

GluOC が脂肪細胞に作用する際に、高濃度ではアディポネクチンの分泌がむしろ抑制されることを 

観察した。この原因として低濃度と高濃度では受容体が異なるのか？GluOC の濃度によって共役する 

G タンパクの種類が違うのか？あるいは他に原因があるのか？などが未解明である。また、GluOC に 

よるメタボ改善作用に当たってインクレチン GLP-1 はどの程度関与するのか？などについても未解明

である。 

２．研究の目的 

本研究では、（１） 脂肪細胞に対する GluOC 効果の濃度による相違の解明；（２） 全身のメタボに 

対する GluOC 効果に GLP-1 がどの程度関与するのかについて解明することを目指した。これらの 

成果によって、骨 (GluOC) → 腸 (GLP-1) → 代謝連関からメタボ予防・治療の戦略を希求する。 

３．研究の方法 

（１） GluOC 濃度の相違による脂肪細胞に対する作用の実験： 3T3-L1 細胞を所定の方法で脂肪細胞

に分化させて用いた。3T3-L1 脂肪細胞を GluOC で一定時間刺激した後に位相差顕微鏡で観察し、

細胞数を計測した。また、タイムラプス位相差顕微鏡によって脂肪細胞の形態学的変化を継続的に  

観察した。刺激後の細胞抽出液に存在する種々のシグナリング分子やリン酸化酵素の量的変化や   

リン酸化程度の変化は、それぞれの特異的抗体によって定量化した。他に活性酸素や過酸化脂質など

についても所定の方法によって測定した。 

（２） GluOC によるメタボ改善効果に対する GLP-1 の関与に関する実験： GLP-1 受容体 (GLP-1R) 

のノックアウト (GLP-1R KO) マウスを用いた。GLP-1R KO マウス (８週齢) に対して４〜７週間にわたっ

て毎日 GluOC を経口投与した。耐糖能試験（４週間後）、インスリン抵抗性試験（５週間後）、インスリン

分泌試験（６週間後）などを行った。膵臓のラ氏島のインスリン染色、脂肪や肝臓の組織学的観察に  

加えて脂質分解酵素の発現や炎症性指標の分子の発現程度などについては７週間後に摘出した器官



を用いて検討した。他に摘出肝臓の explant や肝細胞株を用いて GluOC 刺激、GLP-1R 刺激性ペプ

チドによる転写因子やコファクターの発現についても検討した。 

４．研究成果 

（１） 脂肪細胞に対する GluOC 作用： 初めに細胞数や細胞形態変化などを調べた。低濃度 GluOC 

（5~10 ng/mL） を添加した脂肪細胞では、脂肪滴の小型化は認められたが、細胞数に変化は認めなか

った。一方、高濃度 GluOC （>20 ng/mL） を添加した場合には、著明な脂肪滴の小型化と共に約 30 % 

程度の細胞数の減少が認められた。アポトーシスを誘導することで知られているスタウロスポリンは無効

であったので、アポトーシスではない細胞死が想定される。次いで、脂肪酸分解や細胞死に関わる分子

群の発現を調べたところ、脂肪酸分解に関わる分子群のうち、perilipin や CGI-58 に変化はなかったが、 

ATGL (adipocyte triglyceride lipase) とリン酸化 perilipin は GluOC の濃度依存的に増加した。一方、

細胞死に関わる分子、FasL は高濃度 GluOC 添加時にのみ著明に認められ、また FasL の発現を  

促す転写因子 FoxO1 の発現も同様に認められた。これらの現象は siRNA 処理によって GPRC6A を 

ノックダウンした脂肪細胞では認められなかったので、GluOC 濃度の高低に依らず同じく GPRC6A を

受容体として作用する事が示唆された。また、GluOC 添加による細胞内 cAMP の濃度上昇や CREB 

(cyclic AMP responsive element) のリン酸化は濃度依存的であったし、高濃度 GluOC 添加の場合でも

リン酸化酵素 （cAMP 依存性や ERK など） の阻害剤の影響は、低濃度の場合と同様であった。この 

結果は、共役する G タンパクも変わらないであろう事を示唆する。そこで、細胞死の区別と高濃度 

GluOC 添加時に観察される細胞死に関わる分子群の発現などに関して検索を進めた。 

先にも書いた様にスタウロスポリンは無効であったのでアポトーシスではない。ネクローシスであると 

思われるが、非特異的ではなく高濃度 GluOC によってもたらされるので リガンド依存性ネクローシス、

いわゆるネクロトーシス （necroptosis） であると思われる。さて、CREB は転写コファクターとしてしばしば、

CRTC2 (cAMP-regulated transcriptional co-activator2) や p300 を利用する。GluOC 添加時のこれら

の分子の細胞内局在とリン酸化程度を検討した。CRTC2 は常に細胞質中に局在していたので、この 

細胞では転写コファクターとしては作用しない事が推察される。一方、p300 はリン酸化された状態で 

核内に限局していたが、高濃度 GluOC を添加した時にのみ p300 の顕著な脱リン酸化が認められた。

p300 をリン酸化する SIK2 (salt-inducible kinase 2) は細胞質中の局在が多く、GluOC 添加によってリン

酸化されるが、核内にもわずかに存在し、高濃度の GluOC を添加した時にのみ顕著なリン酸化をもた

らした。SIK2 をリン酸化する cAMP 依存性キナーゼ （基本的には細胞質中に存在） の触媒サブユニ

ット (C-subunit) が高濃度 GluOC を添加した時にのみ、核内に移行していた。これらの結果から、『高

濃度 GluOC → C-subunit 核内移行 → SIK2 リン酸化 (活性抑制) → p300 脱リン酸化』 という道筋が

示唆された。Homogenous time-resolved fluorescent resonance energy transfer (HTRF) technology に 

よる  p300 と  CREB の会合も確認し、この会合によってもたらされる  FoxO1 の発現  （ChiP-mRNA 

sequencing による） と p300 阻害剤による FoxO1 の発現抑制なども観察した。したがって 『脱リン酸化 

p300 と CREB の会合 → FoxO1 の転写亢進』 も明らかになった。FoxO1 の発現亢進によって細胞死

に関わる FasL の発現が亢進し、FasL は細胞膜に局在することも FoxO1 の阻害剤の影響や FasL の

免疫染色などによって確認した 『FoxO1 → FasL 発現亢進と細胞膜局在 → ネクロトーシス』 。 

次いで、Fas-FasL によるネクロトーシスに至るシグナリングについて検討した。添加する GluOC 濃度

が高い時にのみ、ネクロトーシスを仲介

する mixed-lineage kinase domain-like 

protein (MLKL) のリン酸化が誘導さ

れ、その結果として３量体が形成される

事を確認し た 。 receptor-interacting 

protein kinase (RIP)1 と RIP3 は量的に

は GluOC によって変化しないが、この

キナーゼの阻害剤である necrostatin-

1 によって  MLKL のリン酸化と３量体

の形成が抑制されて細胞死が抑制さ

れたので、MLKL と共にネクロソームを

形成する事が確認された。FasL の中

和抗体を添加すると MLKL のリン酸化

ならびに細胞死が抑制された。MLKL 



の活性化に次いで惹起される transient receptor potential melastatin 7 (TRPM7) の活性化、カルシウム

流入、活性酸素産生、過酸化脂質、ミトコンドリア断片化などの典型的なネクロトーシスの過程を観察 

した。図に高濃度 GluOC による隣接した肥大化脂肪細胞の細胞死に至る仕組みを示した(9)。 

（２） GLP-1 の関与に関する実験： 先行研究で、我々は予め GLP-1 受容体の抑制性ペプチドである 

exendin(9-39) を投与しておくと、GluOC の継続投与によるメタボ改善効果が減弱化されることを認め、

GluOC 作用には GLP-1 シグナリングが重要であることを示していた(6)。本研究では、GLP-1 受容体の

遺伝子欠損 （GLP-1R KO） マウスを Dr D. J. Drucker 博士 （Lunenfeld Tanenbaum Research Institute 

of Mount Sinai Hospital, Toronto, Canada） より入手して用いた。 

初めに、GluOC を４〜６週間にわたって継続投与したマウスについて空腹時血糖値を測定し、耐糖

能試験 （GTT, glucose tolerance test）、インスリン抵抗性試験 （ITT, insulin tolerance test）、インスリン

分泌試験 (GSIS, glucose-stimulated insulin secretion) を順次行った。対照として用いた野生型マウスで

は、これまでの観察同様にこれらの指標の改善が認められたものの、KO マウスでは無効であったと言う

よりは、むしろ GluOC を投与することによって空腹時血糖値は高くなり、GTT や ITT において若干の

増悪を認めた。ブドウ糖によって誘発されるインスリン分泌では、GluOC 投与による抑制 (上記の血糖

値上昇と GTT/ITT の増悪を説明できる) は見られなかったが、野生型では見られる GluOC の継続投

与によるラ氏島面積 (体積) の増大とインスリンの増量は観察されなかった。これらの結果は、糖代謝指

標の悪化はインスリン分泌の不全によるものではないことを示唆する。 

GluOC 投与７週間後に摘出した脂肪組織について、組織学的に調べたところ脂肪細胞はやや巨大

化し、炎症性指標 （TNFa や F4/80 など） の増加が認められた。摘出肝臓では、脂肪滴の沈着が認め

られた。遺伝子の発現レベルを調べたところ、脂肪組織と同様に TNFa の増加と共に転写因子コファク

ターの PGC1a と糖新生に関わる G6Pase (glucose 6-phosphatase) の増加を認めた。そこで、改めてマ

ウスに４週間にわたって GluOC を継続投与して PTT (pyruvate tolerance test) を行った。KO マウスで

は PTT の増悪が認められ、GluOC 投与による糖新生の亢進が示唆された。次いで、摘出肝臓から調

製した肝 explant や肝細胞株 （Hepa1-6） を用いて実験を進めた。GluOC 添加は PGC1a や FoxO1 

の発現を増やし、その転写因子とコファクターの組み合わせで発現が促進される糖新生系酵素の増加

を認めた。しかし、その際に GLP-1 （あるいはその類似ペプチド） を添加すると抑制されることを認めた。

FoxO1 のリン酸化レベルは活性レベルと逆相関するが、GLP-1 （あるいはその類似ペプチド） を添加

するとリン酸化レベルが上昇 （転写活性は低下） した。 

これらの結果から、GluOC それ自体に本来は糖新生系を亢進する作用があり、その効果を GluOC 

で分泌が亢進する GLP-1 によって、その作用が抑えられているという事が想定された（下図）(10)。 

 

さて、我々は以前からマウスへの GluOC の継続投与によって糖・脂質代謝の改善効果があることを

観察してきた(5,6,8)。この効果は雌マウスにおいて顕著であり、雄ではむしろ改悪作用が認められることを

報告した(8)。一方、GluOC は雌雄無関係に、脂肪細胞に対しては直接的作用によってアディポネクチ

ンの発現誘導、脂肪酸の分解促進、肥満脂肪細胞の細胞死の誘導といった代謝改善作用を発揮する
(7,9)。したがって、本研究で観察された GLP-1R KO マウスの内臓脂肪組織の変化は、GluOC の脂肪 

組織への直接的作用ではなく、高血糖状態がもたらした二次的変化であろうと思われる。 

GLP-1R KO マウスを用いた本研究も雌マウスを用いた。雄マウスでは実験していないので、推察の

域を出ないが、GluOC 自体に糖新生系を trigger する仕組みがあることを考えると、雄では糖新生系が

非常に強く、『GluOC による糖新生系の亢進 → 高血糖 → 全身のメタボ』 が雄において著明に現れる

のかもしれない。あるいは、雄では GLP-1/PI3K/Akt 系が弱いか、あるいはその両者も想定される。 

 



（３） GluOC が世代を超えて糖・脂質代謝を改善する作用に関する研究： 「疾病（生活習慣病）胎児期

起源説」 (DOHaD, Developmental Origin of Health and Disease) という概念がある。これは胎児期から

乳幼児期における種々の環境が、成人となってからの疾病発症リスクに影響することを疫学研究ベース

に唱えた学説である。DOHaD の一端に GluOC が関わる可能性を示した。具体的に言うと、高脂肪食

で飼育した妊娠母体から生まれた仔は、成長してから糖・脂質代謝異常を示すが、妊娠期間中に 

GluOC を摂取させると産仔の成熟後の肥満や糖・脂質代謝が改善することを見出した(11)。エピゲノム 

変化が関わると思われるが、その機序は不明である。 

（４） 膵α細胞におけるグルカゴン産生をインクレチン（GLP-1）産生に変換させるメカニズムに関する

研究：  GluOC を継続して投与したマウスでは、血中 GLP-1 濃度が高くなるのに加えて、ラ氏島の 

GLP-1 発現細胞が増加することに気付いた。また、試験管内実験で GluOC 添加により膵α細胞株か

ら GLP−１ が分泌されるのを観察した（未発表）。GLP-1 の作用を標的とする糖尿病治療薬の開発と 

利用が急速に拡大している。そこで、小腸内分泌細胞から、直接的に GLP-1 分泌を促すとともに、  

膵α細胞の表現型を変える作用のある GluOC の重要性は大きい。血糖の調節において逆の働きをす

るグルカゴンと GLP-1 は同一の遺伝子から発現する。膵 α 細胞では前駆体ホルモン転換酵素 2 

（PC2, prohormone converter2） が発現しており、シグナル配列が除去されたプログルカゴンが PC2 に

切断されグルカゴンとなる。一方、腸上皮 L 細胞では、別の転換酵素（PC1/3）が作用して GLP-1 が 

生じる。α細胞における産生ホルモン転換には、PC1/3 と PC2 の発現や活性のバランスの変化が必要

だが、その機序は不明である。 
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