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研究成果の概要（和文）：生殖は視床下部-下垂体-性腺軸経路に沿って制御される。今回我々は, OGR1がラット
下垂体のゴナドトロフ細胞, マウスゴナドトロフ細胞株に発現していること。またゴナドトロフ細胞株における
pH低下に伴う遺伝子プロモーターの活性化にOGR1が関与することを明らかにした。さらにpH低下によるホルモン
分泌応答にOGR1が関与する可能性を示唆する結果を得た。これらの結果は, OGR1が生殖調節に関与する可能性を
示唆している。

研究成果の概要（英文）：Reproductive regulation is controlled along the 
hypothalamic-pituitary-gonadal axis pathway. Here we show that OGR1 is expressed in rat pituitary 
gonadotropic cells and a mouse gonadotropic cell line. We also revealed that OGR1 is involved in 
activation of gene promoter accompanying pH decrease in the gonadotropic cell line. Furthermore, it 
was suggested that OGR1 may be involved in hormone secretion response due to pH decrease. These 
results suggest that OGR1 may be involved in reproductive regulation.

研究分野：生理化学
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１．研究開始当初の背景 
生殖とは関わりなく研究されてきた因子
とその受容体が生殖調節に関与することが, 
遺伝子欠損マウスの解析により明らかとな
りつつある。 
たとえば, 主にガン領域で研究されてきた
リゾフォスファチジン酸（LPA）に対する受
容体(LPA3)欠損マウスでは, 着床の異常が
報告されている（Nature 2005）。また生理活
性脂質やプロトンに対する受容体とされる
GPR4 に対する欠損マウスでは, 産仔数の減
少が報告されている (Mol Cell Biol 2007)。 
生殖は, 視床下部-下垂体-性腺軸に沿って制
御される生殖刺激ホルモンや生殖ホルモン
によって調節されているが, これらの因子が
受容体を介して, どのように視床下部-下垂
体-性腺軸を修飾しているのかに関しては, 
未解明の部分が多い。 
我々はこれまで, 上記 LPAの他, スフィン
ゴシン１－リン酸（S1P）, スフィンゴシル
ホスホリルコリン（SPC）, リゾフォスファ
チジルコリン（LPC）, サイコシンなどの生
理活性脂質に着目し, 研究を進めてきた。こ
れらの生理活性脂質は, G 蛋白共役型受容体
（GPCR）に作用後, 種々の細胞内情報伝達
系を活性化し, 生理作用を発揮する。生理活
性脂質に対するGPCRは, Edgファミリーと, 
OGR1ファミリーとに大別される。 

Edgファミリーに関して我々は, S1Pが高
密度血漿リポ蛋白（HDL）に濃縮して存在す
ること（Biochemical J., 2000）。この HDL
中の S1Pが Edg受容体ファミリーを介して, 
内皮細胞の遊走促進作用（Arteriorscler 
Thromb Vasc Biol., 2003）, 内皮保護作用（J 
Biol Chem., 2001）, 平滑筋細胞の遊走阻害
作用（Atherosclerosis., 2005）を引き起こし
ていることを示してきた。 
一方, GPR4 を含む OGR1 ファミリーは, 
生理活性脂質の受容体として最初に同定さ
れた。しかしながら, その再現性に関しては
未だ議論が多い。ところが Ludwig, MG et al 
(Nature, 2003)は, この OGR1ファミリーの
中でOGR1, GPR4が, Murakami, N. et al (J 
Biol Chem., 2004)は G2Aが, 我々（J Biol 
Chem., 2004）は TDAG8 が, 細胞外プロト
ンも感知し細胞内シグナル系を活性化する
ことを見出した。 
すなわちOGR1ファミリーは, 生理活性脂
質の他 , プロトンも感知するユニークな
GPCR ファミリーである。さらに我々は , 
TDAG8 のアゴニストと報告されたサイコシ
ンが, プロトンに対してアンタゴニストとし
て作用することも見出した（J Biol Chem., 
2004）。サイコシンのこのアンタゴニスティ
ックな作用は , TDAG8 に限らず OGR1, 
GPR4 受容体に対しても発揮される（J Biol 
Chem., 2004）。 
今回我々は, 「OGR1 がゴナドトロフ細胞
に発現している」ことを見出した。また
「GPR4が子宮内膜に発現している」との情

報を得た。ホルモンの分泌・作用と OGR1フ
ァミリーの関連に関して我々は, 膵島に発現
するOGR1がインスリン分泌を修飾し, 血糖
調節に影響を与えていることを見出してい
る（Endocrinology., 2012）。これらの結果は, 
OGR1ファミリーがホルモンの産生・作用を
修飾し, 生殖機能を調節している可能性を示
唆している。現在までに生殖調節の観点から, 
OGR1 ファミリーを解析した報告は見当た
らない。 

 
２．研究の目的 
生殖は, 視床下部-下垂体-性腺軸経路に沿
って制御される, 生殖刺激ホルモンや生殖ホ
ルモンによって調節されている。今回我々は, 
OGR1 ファミリーがゴナドトロフ細胞や子
宮内膜に発現するという予備知見を得た。し
かしながら OGR1 ファミリーがどのように
このメイン経路を修飾しているのかに関し
ては未解明の部分が多い。本研究では OGR1
ファミリーがこのメイン経路を調節してい
るとの仮説を立て, この仮説の検証を試みる。 

 
３．研究の方法 
「ゴナドトロフ細胞株における OGR1 ファミ
リーの機能解析」 
 マウスゴナドトロフ細胞株では OGR1 が発
現していることを今回, 見出した。我々は
OGR1 を介したこれらのシグナル系の活性化
が, ゴナドトロフ細胞の FSH, LH の合成・分
泌を修飾していると, 推定している。 
そこでこのゴナドトロフ細胞を用いて,  
（１） 低 pH メディウム, 生理活性脂質単

独, または GnRH と共に刺激し, 
CRE-, SRE-, NFAT-プロモーターの
活性化（レポーターアッセイ）, 
FSH, LH の発現（RT-PCR）, FSH,LH
の分泌（蛍光標識, 発光標識を利
用した分泌量の測定）を未処理細
胞のものと比較する。 

（２） OGR1の過剰発現または特異的siRNA
を用いて OGR1 の発現を抑制した
条件下で, 低 pH メディウム, 生
理活性脂質単独, または GnRH と
共に刺激し, CRE-, SRE-, NFAT-
プロモーターの活性化, FSH, LH
の発現, FSH,LH の分泌応答をコン
トロール細胞のものと比較する。 

（３） 上記細胞応答に関与する細胞内シ
グナル伝達経路を, 各種シグナル
伝達系阻害剤を用いて解析する。 

（４） ラット下垂体初代細胞を用いて細
胞株で観察された応答がネイティ
ブな細胞でも再現されるかどうか
を検証する。 

「子宮内皮細胞における OGR1 ファミリーの
機能解析」 
 ラット子宮内皮細胞では GPR4 の発現を観
察している。 
そこで各種子宮内皮細胞株を用いて,  



（１） GPR4 の発現を RT-PCR 法で確認する。 
（２） 発現が確認されれば, 低 pH メディ
ウム, 生理活性脂質で刺激し, DNA 合成（細
胞増殖）, 細胞遊走（ボイデンチャンバー法）, 
エストロゲンによる PRの発現抑制（RT-PCR, 
ウエスタン）を未処理細胞のものと比較する。 
GPR4 の発現が認められた細胞株に対して 
（１） GPR4 特異的 siRNA を用いて GPR4 の
発現を抑制した条件下で, 低 pHメディウム, 
生理活性脂質で刺激し, DNA合成, 細胞遊走, 
エストロゲンによる PR の発現抑制をコント
ロール細胞のものと比較する。 
（２） 内皮細胞の増殖, 遊走, PR の発現
修飾の細胞内シグナル伝達経路を, 各種シ
グナル伝達系阻害剤を用いて解析する。 
GPR4 の発現が観察されているラット子宮内
膜細胞を用いて,  
（３） 低 pH メディウム, 生理活性脂質で
刺激し, DNA 合成（細胞増殖）, 細胞遊走（ボ
イデンチャンバー法）, エストロゲンによる
PR の発現抑制（RT-PCR, ウエスタン）を未処
理細胞のものと比較する。 
（１） GPR4 特異的 siRNA を用いて GPR4 の
発現を抑制し, 低 pH メディウム, 生理活性
脂質で刺激し, DNA 合成, 細胞遊走, エスト
ロゲンによる PR の発現抑制をコントロール
細胞のものと比較する。 
（２） 内皮細胞の増殖, 遊走, PR の発現
修飾の細胞内シグナル伝達経路を, 各種シ
グナル伝達系阻害剤を用いて解析する。 
 
４．研究成果 
マウスゴナドトロフ細胞株に OGR1 が発現
していることを RT-PCR で確認した。そこで
メ デ ィ ウ ム の pH の 低 下 に よ っ て , 
SRE-,NFAT-, CRE-プロモーターが活性化する
のかどうかを, レポーターアッセイを用い
て測定した。その結果, pH の低下にともない
各プロモーターが活性化する傾向が見られ
た。この活性化が OGR1 を介しているのかど
うかを調べるため, この細胞株に OGR1 を過
剰発現させた。その結果, これらプロモータ
ーの活性化が観察された。このことは, pH の
低下は OGR1 を介してゴナドトロフの遺伝子
発現を促進する可能性を示唆している。さら
に本年度はこのゴナドトロフ細胞株からの
GnRH 刺激によるホルモン分泌応答に対する
OGR1 の影響について調べた。GnRH 刺激によ
るホルモン分泌は, メディウム pH の低下に
伴い減少する傾向が観察された。この細胞株
に OGR1 を過剰発現させると分泌の減少が促
進されることから, OGR1 は GnRH によるホル
モン分泌を抑制する機能を有する可能性が
示唆された。 
OGR1 が実際にネイティブな細胞に発現して
いるのかどうかを調べた。ラット下垂体を用
い て , OGR1 の 発 現 細 胞 を in situ 
hybridizationを用いて, またLHの発現細胞
（ゴナドトロフ細胞を表す）を, 免疫組織染
色を用いて検出した。その結果, LH 発現細胞

の一部の細胞が OGR1 を発現していた。この
結果は, ゴナドトロフ細胞株だけでなく, 
実際にネイティブなゴナドトロフにも OGR1
が発現していることを示している。また下垂
体内の LH 発現細胞は一種類ではなく, OGR1
陽性の細胞と陰性の細胞の２種類が存在す
ることが明らかとなったが, その機能の差
は不明である。本年度は, 子宮内膜細胞にお
ける OGR1 ファミリーの解析も行った。まず
ラット子宮内膜より RNA を調整し, OGR1 ファ
ミリー遺伝子の発現を調べたところ, GPR4の
発現が検出された。しかしながら, ヒト子宮
内膜細胞他, 調べたすべての子宮内膜細胞
株においてGPR4の発現を検出できなかった。
そこで子宮内膜細胞株へのGPR4の強制発現, 
またラット子宮内膜細胞への GPR4 に対する
siRNA の導入を試みたが, ほとんど導入がな
されていない。現在, 導入効率を上げる方法
を検討中である。 
OGR1 のゴナドトロフ機能への関与をさら
に調べるため, マウスゴナドトロフ細胞株
からのホルモン分泌を簡易的またリアルタ
イムに測定できる系の開発と, OGR1のさらな
るキャラクタリゼーションを行った。その結
果, ガウシアルシフェラーゼを利用すると
受容体刺激によるホルモン分泌を経時的, 
かつ簡便に測定できることを明らかとした。
この結果はガウシアルシフェラーゼをホル
モン分泌経路の解析に使用できることを示
している, また OGR1 はプロトン以外に金属
によっても活性化されることが報告された
が, 本研究で GPR4 は金属によって活性化し
ないこと, すなわち金属を用いることによ
り, プロトン刺激では区別できない OGR1 と
GPR4 を介した応答が区別できることを明ら
かとした。 
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