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研究成果の概要（和文）：滑膜細胞が異常に増殖・肥厚した関節リウマチ(RA)関節内では、関節滑液のpHが低下
することが知られている。本研究では、炎症によって生じる局所的な細胞外微小環境の変化に着目し、細胞外pH
の酸性化が誘発する炎症応答を調べた。その結果、細胞外環境の酸性化は、RA滑膜細胞（RASC）に発現するプロ
トン感知性受容体OGR1を介してCOX-2やADAMTS-4の発現を誘発すること、この応答はLPA存在下で相乗的に増大す
ることを見出した。関節滑液のアシドーシスは、炎症性メディエーターによる炎症応答を増幅し、RAの病態形成
において重要な役割を果たしている可能性を示した。

研究成果の概要（英文）： In RA, the proliferation of synovial cells is abnormally augmented and the 
pH of synovial fluid from RA patients is lower than that from healthy individuals. Therefore, we 
hypothesized that local acidification in the intra-articular cavity affects inflammatory responses.
The results revealed that an acidic extracellular pH induced COX-2 and ADAMTS-4 expressions through 
G protein-coupled pH-sensing receptor OGR1 in RA synovial cells from RA patients. Furthermore, the 
acidic extracellular pH synergistically enhanced LPA-induced COX-2 and ADAMTS-4 expressions.The 
results suggest that the acidification of synovial fluid is involved in exacerbation of the RA 
pathology by amplifying the inflammatory mediator-induced inflammatory response.

研究分野：細胞生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

関節リウマチ(RA)では、関節腔内で炎症が
惹起されると、炎症細胞から放出される炎症
性サイトカインや種々のケミカルメディエ
ーターによって刺激を受けた滑膜細胞が著
しく増殖して肥厚し、パンヌスを形成すると
共に、シクロオキシゲナーゼ-2(COX-2)が誘
導され、生じた PGE2などが炎症を亢進する。
さらに、破骨細胞の活性化やマトリックスメ
タロプロテアーゼの分泌を促して関節破壊
を引き起こす。RA の原因は不明であるが、
様々な因子が相互に作用して炎症の増幅と
持続化に関与している。 
リゾホスファチジン酸(LPA)は、LPA 特異的
なGタンパク質共役型受容体(GPCR)を介し
て多彩な細胞機能を調節する重要な細胞外
シグナル分子である。LPAは血管新生に深く
関与しており、血管内皮細胞や血管平滑筋細
胞の機能に及ぼす影響については多くの知
見が蓄積されている。したがって、滑膜組織
に著しい血管新生が認められる関節リウマ
チの病態形成にも LPA が深く関わっている
ことが予想される。我々は、RA の病態形成
におけるLPAの役割を明らかにする目的で、
RA 患者の滑膜細胞(RASC)の応答を種々の
炎症性サイトカインや RA 関節滑液を用いて
解析し、RA 患者の関節滑液に存在する LPA
は、LPA 受容体を介して RASC の COX-2 の
発現を誘導し、PGE2 の生成量を増加させる
こと、炎症性サイトカインであるインターロ
イキン -１  (IL-1)の刺激で誘導される
COX-2 発現や PGE2生成反応は、LPA 共存
下で相乗的に増大することを明らかにして
おり、LPAが RA関節炎の発症と病態形成に
密接に関与していると考えている。さらに、
炎症部位では細胞外 pH が局所的に酸性化さ
れてことが知られている。局所的なアシドー
シスが、骨芽細胞や血管内皮細胞の細胞膜上
に存在するプロトン感知性の GPCR を介し
て、COX-2 の発現とそれに続くプロスタグラ
ンジン類の産生を誘発することも知られて
いる。したがって、関節滑液 pH の低下が関
節滑液に含まれる LPA と協同して炎症反応

を相乗的に増強し、持続化させ、病態の増悪
を促す可能性が考えられる。 
 
２．研究の目的 

本研究では、細胞外環境の酸性化が、リゾ
リン脂質による細胞応答を増幅・持続させて、
RA の病態形成を促進するしくみを明らかす
る目的で、RA 患者の関節滑膜細胞(RASC)
を用いて、細胞膜上に存在するプロトン感知
性受容体(OGR1)を介する細胞応答を細胞内
シグナリングのレベルで解析した。また、RA
モデル動物における関節炎の病態形成を
magnetic resonance imaging（MRI）装置を
用いて経時的に解析することも目指した。 
 
３．研究の方法 
関節リウマチ (RA) と診断された患者の人
工関節置換術施行時に、膝関節滑膜組織を採
取後コラゲナーゼ処理して滑膜細胞を分離
した。コンフルエントの状態に増殖した 4－
10 継代時のヒト RA 滑膜細胞 (RASC：
rheumatoid arthritis synovial cell) を実験に
用いた。なお、患者さんからはインフォーム
ドコンセントを得た上で五輪橋整形外科病
院の倫理委員会で承認を得て提供していた
だいた。 
ヒト正常滑膜細胞は市販品（ScienCell 社）を
購入して用いた。 
siRNA は Thermo Fisher Scientific 社の
ON-TAGET plus siRNA Reagent を使用した。 
種々の mRNA の発現量は、細胞から抽出し
た RNAの cDNAを合成し、これを鋳型とし
てサイバーグリーン法を用いて行った。標的
遺伝子の発現量は、ハウスキーピング遺伝子
である GAPDH の発現量に対する相対値と
して算出した。 
種々の細胞内タンパク質やリン酸化タンパ
ク質は、特異抗体を用いるウエスタンブロッ
ト法で検出した。標的タンパク質の発現量は、
アクチンの発現量に対する相対値として算
出した。 
PGE2はCayman 社、ADAMTS-4 は R&D社
の EIA kit を用いて定量した。 



抗コラーゲン抗体(Chondrex 社)を尾静脈投
与した3日後にLPSを腹腔内投与して抗コラ
ーゲン抗体関節炎(CAIA)を発症させた
Balb/c マウスを、1.5 テスラ永久磁石を装備
した小型動物専用の MRI 装置で観察し、T2
強調画像（T2WI）、T1 強調画像（T1WI）画
像とGdを用いた造影MRIの撮像条件を検討
した。 
 
４．研究成果 

RASC の炎症応答に関与するプロトン感知性
受容体の解析 

 我々は、RASC の細胞外 pH が低下すると
細胞膜上のプロトン感知性受容体(OGR1)を
介する刺激でCOX-2 の発現を誘導し、PGE2
の生成量を増加させることを見出している。
そこで、関節軟骨の破壊に関与するマトリッ
クスメタロプロテアーゼの発現に及ぼす影
響を検討したところ、細胞外 pH の酸性化は
アグリカンを分解する ADAMTS-4（アグリ
カナーゼ１）の発現を顕著に増大させたが、
関節破壊に重要な役割を果たすMMP-3の発
現には影響を示さなかった。興味深いことに、
pH6.2 の酸性環境下で誘発する ADAMTS-4 
の発現誘導は IL-1 よりも強く認められ、細胞
外環境の酸性化はアグリカンの分解に深く
関与していると考えられた（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
RASC上に発現するプロトン感知性GPCRと
しては、OGR1mRNAが最も多く検出さ 
れ （ 20.95 ｘ 10-3 ± 9.85 ｘ 10-3/GAPDH 
mRNA）、GPR4 mRNA（0.0058ｘ10-3±

0.0029 ｘ 10-3/GAPDH mRNA ） お よ び
TDGA8 mRNA（0.0011ｘ10-3±0.0011ｘ
10-3/GAPDH mRNA）の発現量はごく僅かで
あった。pH6.2 で誘発する COX-2 および
ADAMTS-４の発現誘導は、OGR1 のノック
ダ ウ ン 、 あ る い は Gq 阻 害 剤 の
YM254890(YM)によって強く抑制されたこ
とから、プロトンが誘発する COX-2 および
ADAMTS-４の発現は、Gqが共役するOGR
を介して生じることが明らかになった（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
OGR1 は、正常人由来の線維芽細胞様滑膜
細胞(NSC)および正常人由来の線維芽細胞
(HDF)と比べて RASC(RA1～RA8)および
OA 患者由来の線維芽細胞様滑膜細胞
(OASC: OA1、OA2)において高発現する。
pH6.2 の酸性環境下で誘発される COX-2 
mRNA の発現誘導は、OGR1 を高発現してい
る RASC および OASC で強く亢進したが、
低発現の正常細胞においては有意な増加は
認められなかった。一方、非常に興味深いこ
とに細胞外 pH の酸性化は、用いたすべての
RASCのADAMTS-4 mRNAの発現量を著し
く増大させたが、OASC と正常細胞では
ADAMTS-4 発現が誘導されることはなかっ
た（図 3）。このような OGR1 発現量や酸性
pHによるADAMTS-4発現誘導の相違がRA
の病態形成のどの過程で生じているかにつ
いては、RA の病態形成を考える上でも興味
深く、さらに詳細に解析する必要があると考
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えている。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
細胞外 pHの酸性化がCOX-2やADSMTS-4
の発現を誘導する細胞内シグナリングの解
析 

酸性環境下で RASC をインキュベートする
と、p38MAPK の強いリン酸化と ERK およ
びNFB の弱いリン酸化が認められた。さら
に、これらキナーゼの阻害剤の影響を検討し
たところ、プロトンで誘発される COX-2 の
発現誘導は、ERK1/2 を特異的に阻害剤する
PD98059(PD)、および p38MAPK の特異的
阻害剤である SB203580(SB)を共存させると
部分的に抑制されたが、NFB の特異的阻害
剤であるAPDCでは影響を受けなかった。一
方、ADAMTS-4 の発現誘導は、SB および 
APDC により強く抑制された（図 2）。以上
のことから、COX-2 の発現誘導は、OGR1
→Gq→p38MAPK および ERK の経路を介し
て活性化されるが、ADAMTS-４の発現誘導
は、OGR1→Gq→p38MAPKおよびNFB の
経路を介した異なった経路で活性化される
ことが認められた。 
 
細胞外pHの酸性化がLPA受容体を介した細
胞応答に及ぼす影響 

酸性環境下においてRASCをLPAで刺激す
ると、LPA2を介してCOX-2 の発現が持続的
に増大し、生理的条件下で認められる LPA1
を介した一過性の COX-2 の発現誘導とは異
なった応答を示す。 

 

 

 

 

 

 

」 

 

生理的条件下でLPA刺激してもADAMTS-4
の発現誘導は認められないが、LPA は LPA2
を介して酸性環境下で誘発する ADAMTS-4
の発現を相乗的に増大させた（図 4）。 
RASCをpH6.2の酸性環境下で24時間培養
するとLPA2 mRNAの発現量が増大すること
から、酸性環境下での LPA 刺激による
COX-2 や ADAMTS-4 発現の相乗的な増大
が LPA2の発現量の増大によって引き起こさ
れる可能性を示唆しており、その点について
さらに解析を行っている。 
 
MRI を用いた滑膜炎の検出 
早期 RAにおいては、滑膜細胞の増殖、間質
浮腫などの炎症がすでに生じているが、この
ような時期の関節組織における微細な変化
をレントゲン的に確認することは難しい。し
かし、MRI 装置を用いるならば、早期 RAに
おける微細な病態変化を有効に評価できる
と考えられており、診断に利用されている。
特に、増殖滑膜には血流が多いことから、T2
強調画像(T2WI)によるMRI 撮像とガドリニ
ウム(Gd)による造影MRI が有用である。 
抗コラーゲン抗体投与 3 日後に LPS を投与
すると抗コラーゲン抗体関節炎(CAIA)が発
症し、LPS 投与 4日後から後肢に強い腫れが
認められた。このCAIA マウスと正常マウス
を小型動物専用のMRI 装置で観察し、T2W1
画像とGdを用いた造影MRIの撮像条件を検
討した。CAIA を発症し後肢に強い腫れが認
められるマウスでは正常マウスに比べて、浮
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腫による T2W1の高信号、血管透過性亢進に
よる造影 MRI の高信号が認められた。しか
し、炎症の初期に認められる微細な変化を検
出するには至っておらず、さらに解析を進め
る必要がある。 
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