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研究成果の概要（和文）：骨密度は骨芽細胞による骨形成と破骨細胞による骨吸収の活動の影響を受ける。破骨
細胞と骨芽細胞の機能はホルモンなど細胞外の要因に強い影響を受ける。本研究は細胞外のpH（H+濃度）も重要
な役割を担うと考えて行った。pH受容体ノックアウトマウスの骨髄より分化させた骨芽細胞または破骨細胞を用
いて実験を行い、pH受容体OGR1ファミリーが発現することを確認すると共に、pH受容体が破骨細胞と骨芽細胞の
一部の機能を調節しうる可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：The bone mineral density is regulated by osteoclastic bone resorption and 
osteoblastic mineralization. It is well known that extracellular factors like hormones and cytokines
 alter osteoclasts and osteoblasts functions. It seems that pH (the concentration of hydrogen ions) 
also play the important role in bone metabolism. Proton-sensing G-protein coupled receptors 
including OGR1, GPR4, TDAG8) are expressed in bone cells. We used differentiated osteoclasts and 
osteoblasts from pH-receptor bone marrow (BM) cells, and found some pH-receptors are expressed in BM
 cells and osteoclasts and osteoblasts. pH-receptors have the potential to modify the function or 
the differentiation of osteoblasts and osteoclast.

研究分野： 骨代謝

キーワード： pH　Gタンパク質共役型受容体　骨芽細胞　破骨細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
高齢化による運動機能障害は現代の日本が抱える大きな問題である。慢性疾患による局所的な炎症などを原因と
した細胞外酸性化を感知するpH受容体と骨代謝の関係について検討を行った本研究は、将来的には骨粗しょう症
などの治療につながることが期待される。

※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 

G タンパク質共役型受容体（GPCR）、OGR1/GPR68、TDAG8/GPR65、GPR4 は細胞
外の pH 7.4-6.0（H+濃度 40 nM-100 nM）により活性化される pH 受容体である。これら
受容体が細胞外の pH（水素イオン：H+）によってヒスチジン（His）残基を介して活性化
し、細胞内にシグナル伝達する pH 受容体であることが私たちを含む国内外のグループによ
り明らかになった。その後、私たちのグループでは、マクロファージにおける TDAG8、樹
状細胞における OGR1、血管内皮細胞の GPR4 など、内在性に発現する pH 受容体が細胞
外の低 pH（酸性化）を感知し機能変化することを報告してきた。これらの結果より OGR1
ファミリーは低 pH 環境をいち早く感知し、免疫、血管、骨など、生体の基本的な機能にも
関わるセンサーとして機能していると考えられる。 

骨は血中の pH 濃度を保つのに重要な器官であり、古くから酸性化が骨代謝に与える影響
が古くから報告されてきた。体液性のアシドーシス、関節リウマチや骨髄腫による微小環境
のアシドーシスなど、疾患においてしばしば骨はアシドーシスに曝される。一方で、骨量は
破骨細胞による骨吸収と骨芽細胞による骨形成とのバランスによって調節されるが、酸性
条件下では破骨細胞の骨吸収が亢進するとされている。このことより、pH 受容体 OGR1 の
発見以降、他の研究グループにおいては培養細胞株での OGR1 過剰発現、siRNA によるの
ノックダウンなどの研究が行われてきたが、細胞外 pH と OGR1 の関与、そして細胞機能
における役割を明確に証明した論文はない。 

これまでの研究で私たちは pH 受容体 OGR1 のノックアウトマウスの骨密度がやや高く、
骨形成と骨吸収共に抑制されていることを見出した。GPR4 および TDAG8 ノックアウト
マウスで骨密度に有意な差はない。また細胞レベルでは、骨髄細胞から得た破骨前駆細胞か
ら破骨細胞への分化に伴い OGR1 の顕著な発現上昇がみられ、長骨由来の骨芽細胞には
OGR1 発現があることからも、骨の機能に関わる pH 受容体は OGR1 であると考えられる。
しかしながら、通常飼育下で OGR1 ノックアウトが骨代謝に与える影響は大きくない。私
たちは、酸性 pH は TDAG8 を介してマクロファージで炎症性サイトカインを抑制するこ
と、慢性炎症の結果として起こるアレルギー性喘息では OGR1 を介した増悪が起こること
など、局所的に酸性化が起こっていると考えられる炎症において pH 受容体は機能している
と考えられる結果を示してきた。これらのことから、pH 受容体の生理的な意義は疾患など
の特別な状況において機能するのではないかということも考えられた。 
 
２．研究の目的 
骨量は骨形成と骨吸収のバランスにより調節され、ホルモンなど細胞外の要因に強い影響
を受ける。骨代謝バランスにおいて細胞外の pH（H+濃度）もまた重要な役割を担うと考え
られる。細胞外の低 pH 環境を感知する G タンパク質共役型受容体（OGR1、TDAG8、
GPR4）は骨芽細胞、破骨細胞に発現している。本研究では新しい治療薬の開発につなげる
ことを目標として、pH 受容体ノックアウトマウスを用い、pH 受容体は疾患に伴うアシド
ーシスや炎症局所の酸性化をいち早く感知するセンサーとして骨代謝調節に関わることを
明らかにする。 
 
３．研究の方法 



(1)マウス脛骨を採取し、EDTA にて 4℃で 2 週間、もしくはモールス液で脱灰後に常法に
よりパラフィン包埋を行い、薄切した骨組織において OGR1、TDAG8、GPR4 および破骨
細胞のマーカーとしてカテプシン K の高感度プローブを用いた in situ ハイブリダイゼーシ
ョンにより発現細胞の同定を行った。 
 
(2) 代謝性アシドーシス誘導モデルとして、2%ショ糖を含む 4%塩化アンモニウム溶液を
マウスに飲用水の代わりに 48 時間飲ませた。対照群は 2%ショ糖液とした。ヘパリン採血
を行い、血漿サンプルを得た。 
 
(3)骨芽細胞および破骨細胞における pH 受容体機能を明らかにするために、マウスの大腿
骨および脛骨から骨髄細胞を無菌的に取り出した。破骨細胞は骨髄細胞を M-CSF で培養し
た前駆細胞に sRANKL を加えて多核の細胞を誘導した。多核の細胞を TRAP 活性染色する
ことにより破骨細胞であることを確認した。この破骨細胞は、骨基質の上で培養すると、骨
基質を吸収してその吸収面積を測定することにより、骨吸収活性を評価できることを確認
した。骨芽細胞は骨髄細胞をβグリセロリン酸とアスコルビン酸により培養して、敷石状に
広がる細胞を得た。ALP 活性染色により、骨芽細胞であることを確認した。この骨芽細胞
は長期の培養により細胞外にカルシウムの沈着を起こす機能的な骨芽細胞であった。破骨
細胞においては、TRAP 活性により破骨細胞分化能の評価、骨基質上での骨吸収活性、破骨
細胞の活性シグナルの評価として転写因子 NFATc1 の核内へのトランスロケーションを観
察した。骨芽細胞については、ALP 活性により骨芽細胞分化能の評価、ALP 陽性 CFU-F 形
成を調べた。また、骨髄細胞を細胞培養液のみにて長期間培養することによりに自発的に分
化した骨芽細胞と破骨細胞が共存する、共培養系での評価も行った。 
 
４．研究成果 

(1) 細胞外の低 pH 環境を感知する G タンパク質共役型受容体ファミリー（OGR1、TDAG8、
GPR4）は骨芽細胞、破骨細胞に発現することを、私たちはマウス骨髄からの初代培養細胞
を用いてすでに明らかにしている。一方、組織のレベルでの解析は進んでいなかった。G タ
ンパク質共役型受容体は細胞内でシグナルを増幅する受容体であることから mRNA、タン
パク質の発現量が低く、また GPCR を正しく認識する抗体はほとんど作製が困難であるか
らである。また、骨代謝において機能する細胞は、破骨細胞、骨芽細胞のほかに骨細胞があ
る。骨に埋まった状態の骨細胞は単離培養が難しいため初代培養による pH 受容体発現確認
はできず、組織レベルでの解析が必要である。そこで、脱灰後のマウス脛骨組織をパラフィ
ン包埋した薄切切片にて市販の高感度プローブを用いた in situ ハイブリダイゼーションを
行った。コントロールとして軟組織であるマウス腎臓を用い、腎臓では検出を行うことがで
きた。しかし、目的の脛骨組織切片では、硬骨組織が処理の段階で剥がれてしまい、残った
骨髄細胞では発現は見られたものの、骨表面にある骨芽細胞、破骨細胞は骨と共に剥がれて
しまった。いくつかの工夫を試みたものの問題を解決できず、マウス脛骨での骨細胞を含め
た組織上での発現確認はできなかった。 
 
(2)短期的なアシドーシスが塩化アンモニウム飲用により起こっているかの評価のために
OGR1 ノックアウトマウスおよび野生型マウスの、塩化アンモニウム飲用群と対照群に分
けて血漿サンプルを採取した。この条件で静脈血 pH が下がることは確認済みである。一方



で、塩化アンモニウム飲用で引き起こされたアシドーシスが骨代謝に影響を与えるにはさ
らに飲用期間を長くする可能性が考えられたため、十分な数の個体数確保のために解析は
今後の課題となった。 
 
(3)マウス骨髄細胞より骨芽細胞、破骨細胞を純粋に培養する系を確立できたので、OGR1
もしくは GPR4 ノックアウトマウスおよび野生型のマウス由来の骨芽細胞を用いて、その
機能を比較した。骨髄細胞より骨芽細胞と破骨細胞をそれぞれ分化させることができる分
化誘導系は、個体間のばらつきを少なくする上でも有用な培養法に見えたが、個体間のばら
つき、実験間のばらつきが大きく、破骨細胞と骨芽細胞の分化や機能に有意な差を見出すこ
とができなかった。特に培養液中の pH の調整については、培養液中の pH を安定させるた
めに添加した HEPES の毒性が骨の細胞には出やすく、塩酸や炭酸水素ナトリウムの添加な
どにより調節を試みたものの、分化に必要な長期間での安定した細胞外 pH の調整はうまく
ゆかなかった。また、骨代謝にはエストロジェンの影響も考慮する必要が考えられた。しか
し、共培養系の可能性を示す結果が見られたので、今後は細胞外 pH の影響は短時間にする
などの実験計画の工夫により何らかの結果が出る可能性が示された。 
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