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研究成果の概要（和文）：骨量は骨芽細胞による骨形成と破骨細胞による骨吸収のバランスにより調節される。
細胞外のプロトン（H+）を感知するGタンパク質共役型受容体OGR1/GPR68は骨芽細胞と破骨細胞にも発現してい
ることから、骨代謝を調節していると考えられるものの個体レベルで証明されていない。マウスを用いた研究で
は、アシドーシスがOGR1を介し骨代謝へ与える影響を調べた。魚類のウロコを器官培養系としてウロコの破骨細
胞と骨芽細胞が活性化されるかを調べた。魚類からの採血法の確立により実際にサカナの組織および血漿サンプ
ルを用いてステロイドホルモンの測定を行った。

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 osteoclast's and osteoblast's function, but it isn’t known how extracellular pH (the 
concentration of hydrogen ions) affect to the bone mineral metabolism. Proton-sensing G-protein 
coupled receptors including OGR1, GPR4, TDAG8, are expressed in bone cells. This study aimed to 
clarify how these pH receptors regulate the balance of bone resorption and mineralization and 
lifespan in whole-body level using mice and fish.

研究分野： 骨代謝学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
高齢化社会において運動機能障害は現代の日本が抱える大きな問題である。その要因として加齢による骨密度の
低下と筋肉の減少（サルコペニア）は解決すべき課題である。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、また加齢により減少する筋肉に関する本研究の成果はこれらの問題の解
決方法の基礎的な知見を提供するものである。

※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、研究者個人に帰属します。



１．研究開始当初の背景 
 

タンパク質共役型受容体（GPCR）である 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。味覚、
痛覚における TRPV1、ASICs が pH4-6 に応答するのに対し、pH 受容体 OGR1 ファミリ
ーは中性に近い pH 6-8 を感知する（図 1）。Ludwig らの OGR1、GPR4 での報告（Nature, 
2003）とほぼ同時期に我々のグループも細胞外のプロトン（水素イオン：H+）が TDAG8
のヒスチジン残基を介して受容体を活性化し、cAMP 経路にシグナル伝達することを報告
した（Wang, Mogi (21 人中 3 番目) et al. J Biol Chem. 2004）。共役する G タンパク質によ
って細胞内シグナルは異なるものの、pH 受容体は血管平滑筋、血管内皮細胞、好中球、マ
クロファージ、樹状細胞、膵臓など生体内の様々な細胞に発現している。一方で 2003 年に
Ludwig らの論文中で破骨細胞と骨芽細胞で OGR1 が発現していることが示されたにもか
かわらず、OGR1 を介して低 pH を感知し個体の骨代謝が変化することを明らかにした論
文はない。 

体液は pH 7.4-7.35（H+濃度は 35-40 nM）の狭い範囲に厳密に維持されている。骨は体
液の pH 濃度を保つための緩衝器官として重要であり、骨芽細胞もしくは破骨細胞において
OGR1 が酸性化を感知して骨吸収シグナルを促進すると考えられる（図 2）。siRNA を用い
た別のグループによる研究では単球細胞株から分化誘導した破骨細胞機能の亢進が報告さ
れ て い る （ Yang et al, J. Biol. 
Chem, 2006） 。これらのことか
らも pH 受容体は骨芽細胞と破骨
細胞は疾患によるアシドーシス
や、炎症局所細胞の解糖系亢進に
よる酸性化などの微小環境の酸
性化をいちはやく感知するセン
サーの役割をしているのではな
いかと考えられるが証明に至っ
ていない（図）。 
 
 
２．研究の目的 
 

骨量は骨芽細胞による骨形成と破骨細胞による骨吸収のバランスにより調節され、その
バランスはホルモンなどの細胞外の要因に強い影響を受ける。細胞外のプロトン（H+）に
より活性化される G タンパク質共役型受容体 OGR1/GPR68 は骨芽細胞と破骨細胞にも発
現していることから、OGR1 は低 pH 環境を感知するセンサーとして骨代謝を調節してい



ると考えられる。味覚、痛覚における TRPV1、ASICs が pH4-6 に応答するのに対し、
OGR1/GPR68 は細胞外のプロトンにより活性化される受容体で、OGR1 ファミリーは中
性に近い pH 6-8 を感知する。このことより、より生理的な条件に応答していると考えられ
るが、局所での pH への応答などを調べることは技術的に難しい。そこで、本研究は OGR1
ファミリー受容体を KO されたマウスにアシドーシスを誘導し、アシドーシスが pH 受容
体を介して骨密度骨代謝へ与える影響を調べる。さらに魚類のウロコには破骨細胞と骨芽
細胞が並んでいることに着目し、新たな器官培養システムとして評価することとした。 
 
 
 
３．研究の方法 
① マウスを用いた実験 
マウス個体を用いた実験：OGR1 ノックアウトマウス個体に塩化アンモニウム（NH4Cl）を飲水
に混ぜて飲ませることによりアシドーシスを誘導し、アシドーシスにより破骨細胞が活性化し
て骨吸収が進む程度を見ることにより、破骨細胞活性に pH 受容体が関与しているかを調べた。
塩化アンモニウムを飲ませた後に採血をして血中の骨吸収マーカーを測定した。同じマウスか
ら尿も回収して同様に ELISA により骨吸収マーカーを測定した。また、大腿骨と脛骨も採取し、
血中の骨代謝マーカーに差が出たときに測定するために保存した。塩化アンモニウムには苦み
がありマウスが飲水しなくなることを想定し、ショ糖を混ぜてあるので、対照群はショ糖のみを
飲水に混ぜたものを飲用させたマウスとした。 
マウス由来の細胞を用いた実験：マウスから摘出した大腿骨および脛骨をより骨髄を採取する。
採取した骨髄細胞に M-CSF 20ng/mL を添加し 2 日後に M-CSF 20ng/mL, sRANKL50ng/mL
を添加して破骨細胞へ分化させる。分化の程度を TRAP（酒石酸抵抗性酸ホスファターゼ）、ALP
（アルカリホスファターゼ）の染色により評価した。 
 
②ゼブラフィッシュを用いた実験 
サカナウロコ器官培養：ゼブラフィッシュのウロコを用いて骨代謝評価系を開発した。ウロコを
入れた培養液の pH を一過性もしくは長期的に低下させて骨代謝酵素マーカーである TRAP（酒
石酸抵抗性酸ホスファターゼ）、ALP（アルカリホスファターゼ）の染色により骨吸収の促進も
しくは骨形成の促進を評価した。骨代謝酵素活性染色は抗体を使わないのでマウスでもサカナ
でも共通して利用できる評価手法である。 
 
③ターコイズキリフィッシュを用いた実験 
高効率ノックアウトキリフィッシュ作製：CRISPR/Cas9 システムを用いた遺伝子編集の際に、
標的遺伝子に対し 3 種類のガイド RNA を用いることにより効率よく標的遺伝子をノックアウト
した個体を作成する方法を開発した。 



魚類血中ステロイドホルモン測定法の開発：ターコイズキリフィッシュの生理学的な解析を行
う際、マウスでは当たり前に行われている、血液中のホルモン測定技術の確立を目指した。ゼブ
ラフィッシュの採血方法を参考にして、経皮吸収によるトリカイン麻酔したサカナの脊椎に沿
って先を細くしたガラスキャピラリーを刺して繰り返し採血できた。この血液の血漿からステ
ロイドホルモンを測定するために、島津 LCMS-8050 による質量分析により種々の条件を検討
し た 。 標 準 品 と し て 、 魚 の 主 な ア ン ド ロ ゲ ン で あ る 11- ケ ト テ ス ト ス テ ロ ン  (11-
Ketotestosterone) 、テストステロン（Testosterone）、エストロゲンであるβ-エストラジオー
ル（β-Estradiol）、ヒドロコルチゾン（Hydrocortisone）を用いた。 
 
 
４．研究成果 
 
①マウスを用いた実験 
マウス個体を用いた実験：OGR1 ノックアウトマウス個体に塩化アンモニウム（NH4Cl）を飲水
に混ぜて飲ませることによりアシドーシスを誘導した後に採決をして血中の骨代謝マーカーを
測定した。また、大腿骨と脛骨も採取し、血中の骨代謝マーカーに差が出たときに測定するため
に保存した。塩化アンモニウムには苦みがありマウスが飲水しなくなることを想定し、ショ糖を
混ぜてあるので、対照群はショ糖のみを飲水に混ぜたものを飲用させたマウスとした。血中と尿
中の骨吸収マーカー（I 型コラーゲン架橋 C 末端テロペプチド（CTX-I）と、血中の骨吸収マー
カー（破骨細胞由来 TRAP5b 活性）を測定した。 
マウス由来の細胞を用いた実験：マウスから摘出した大腿骨および脛骨をより骨髄を採取し、骨
髄細胞に M-CSF 20ng/mL を添加し 2 日後に M-CSF 20ng/mL, sRANKL50ng/mL を添加して
破骨細胞へ分化させる。分化の程度を TRAP（酒石酸抵抗性酸ホスファターゼ）、ALP（アルカ
リホスファターゼ）の染色により評価した。結果は安定せず、pH を細胞の活性に影響なく安定
的に保つ方法の開発が必要であるという結果となった。 
 
②ゼブラフィッシュを用いた実験 
サカナウロコの器官培養：ゼブラフィッシュのウロコを用いて骨代謝評価系を開発した。ウロコ
を入れた培養液の pH を一過性もしくは長期的に低下させて骨代謝酵素マーカーである TRAP
（酒石酸抵抗性酸ホスファターゼ）、ALP（アルカリホスファターゼ）の染色により骨吸収の促
進もしくは骨形成の促進を評価した。骨代謝酵素活性染色は抗体を使わないのでマウスでもサ
カナでも共通して利用できる評価手法である。ゼブラフィッシュのウロコは、古いウロコを取り
除くことにより再生される。再生されたウロコでは古いウロコよりも破骨細胞の活性が高いこ
とを明らかにした。pH 低下によって OGR1KO ゼブラフィッシュ由来のウロコと WT 由来のウ
ロコに想定された有意な差は認められず、さらなる工夫が必要なことが示された。 
ゼブラフィッシュ組織解析：細胞老化により前がん状態となった細胞に追加の変異が入る



と細胞塊が形成され、そこには SASP (Senescence-associated secretory phenotype)によって
誘導された単球などが浸潤していることを明らかにした。 
 
③ターコイズキリフィッシュを用いた実験 
高効率ノックアウトキリフィッシュ作製：CRISPR/Cas9 システムを用いた遺伝子編集の際に、
標的遺伝子に対し 3 種類のガイド RNA を用いることにより効率よく標的遺伝子をノックアウト
した個体を作成する方法を開発した。この方法だとノックアウトフィッシュ作製の際に行うバ
ッククロスなどの時間を短縮できるという点でも優れている方法であった。 
魚類血中ステロイドホルモン測定法の開発：ターコイズキリフィッシュの生理学的な解析を行
う際、マウスでは当たり前に行われている、血液中のホルモン測定技術の確立を目指した。ゼブ
ラフィッシュの採血方法を参考にして、経皮吸収によるトリカイン麻酔したサカナの脊椎に沿
って先を細くしたガラスキャピラリーを刺して繰り返し採血できた。この血液の血漿からステ
ロイドホルモンを測定するために、島津 LCMS-8050 による質量分析により種々の条件を検討
し た 。 標 準 品 と し て 、 魚 の 主 な ア ン ド ロ ゲ ン で あ る 11- ケ ト テ ス ト ス テ ロ ン  (11-
Ketotestosterone) 、テストステロン（Testosterone）、エストロゲンであるβ-エストラジオー
ル（β-Estradiol）、ヒドロコルチゾン（Hydrocortisone）を用いた。測定方法の性質上、β-エス
トラジオールの値は低く出る結果となった。そのため検体をダンシル化することにより高感度
で測定でき、少量の血液でもβ-エストラジオールの増減を評価できるようになった。ステロイ
ドホルモンは、タンパク質と違って哺乳類、魚類でも共通の構造をしているため動物種を超えて
有効な評価パラメーターである。 
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