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研究成果の概要（和文）：細胞外 pH の低下は、骨・関節機能に多大な影響を及ぼすことが知ら

れている。関節炎・リウマチなどの炎症部位では細胞外 pH が低下しており、これらの病態の

進展に影響を及ぼしていると予想される。本研究では、これら病態の進展に大きな役割を果た

すマクロファージの炎症応答に細胞外 pH をセンスする G 蛋白共役型受容体が関与することを

示した。この成果は今後、上記病態の進展に対して新たな視点からの知識を提供するものであ

る。 
 
研究成果の概要（英文）：Extracellular acidification has great influence on a bone and a 

joint function. Extracellular acidification is occurred at the inflammation parts of 

arthritis and rheumatism and could have influence on the progression of these diseases. 

The inflammation responses of macrophages play an important role in the progression of 

these diseases. In this research, we showed that the G-protein-coupled receptors, which 

sense an extracellular pH, participate in the inflammation responses of macrophages. The 

result obtained in this research offers a new knowledge to understand the molecular 

mechanisms of the progression of these diseases. 
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ンなどの生理活性脂質に着目し、研究を進め

てきた。生理活性脂質に対する G蛋白共役型

受容体（GPCR）は、S1P、LPA をリガンドとす

る Edg 受容体ファミリー（LPA1-4, S1P1-5）

と、SPC、LPC、サイコシンをリガンドとする

OGR1 受容体ファミリー（OGR1, GPR4, TDAG8, 

G2A）とに現在、大別されている。これらの

生理活性脂質は、各 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。たとえば、ヒト関節リウマチ由来の

滑膜細胞では、LPA が LPA1 を介して COX-2 の

発現誘導と、関節痛の原因である PGE2 の産

生を引き起こすことを最近、我々は明らかに

した。しかしながら、Edg 受容体ファミリー

のリガンドが LPA、S1P であることは広く認

められている一方、OGR1 受容体ファミリーの

リガンドが生理活性脂質であることに関し

ては未だ議論が多いのが現状である。 

Ludwig らは、この OGR1 受容体ファミリー

の中で OGR1、GPR4 が、Murakami らは G2A が、

我々は 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 受容体ファミリーはプロ

トン感知性 GPCR であることが明らかとなっ

た。また我々は、TDAG8 のアゴニストとして

報告されたサイコシンが、プロトン感知性

GPCR に対してアンタゴニストとして作用す

ること、プロトン感知性 GPCR が多様なシグ

ナル系を活性化すること、ヒト血管平滑筋細

胞ではプロトンが OGR1 を介して PGI2 産生を

引き起こすことなどを、明らかにしてきた。

さらに最近、ヒト骨芽細胞において、プロト

ンが OGR1 を介して COX-2 の発現誘導と PGE2

の産生増加を引き起こすことを明らかにし

た。 

腎機能低下に伴うアシドーシス時には、骨

のミネラルが溶出し骨密度が低下すること。

細胞外 pH の低下は、骨芽細胞の骨形成能の

低下と破骨細胞の骨吸収活性の促進を引き

起こすこと。また、関節炎・リウマチなど炎

症部位では LPA の産生に加え、pH が低下する

と予想されることから、上記研究結果をふま

え、本研究では、骨・関節機能におけるプロ

トン感知性 GPCR の役割に着目した。 

 

２．研究の目的 

プロトン感知性 GPCR は、生体内の中性か

ら弱酸性のわずかな pH 変化を感知し、受容

体の活性化、G 蛋白質、細胞内シグナル伝達

系へと情報を伝えることができるユニーク

な受容体ファミリーである。我々は、「プロ

トン感知性 GPCR が、pH センサーとして機能

し、骨・関節機能の制御に関与している」と

仮説をたてた。 

本研究ではその仮説を検証する第一歩と

して、OGR1・GPR4・TDAG8 遺伝子欠損マウス

個体・細胞を主に用いて、骨・関節機能に対

するプロトン感知性 GPCRの役割を解析した。 

 
３．研究の方法 

（１）マウスマクロファージからの炎症性

サイトカイン産生に対するプロトン感知性

GPCR の役割の解析：正常マウスまたはプロト

ン感知性GPCR欠損マウス（OGR1欠損マウス、

TDAG8 欠損マウス）の腹腔より、マクロファ

ージを採取する。得られたマクロファージを

リポポリサッカライド（LPS）で刺激後、各

種 pH に調節した培養液中で培養し、培養上

清中と細胞内に産生された炎症性サイトカ

イン（TNFα、IL-6）を ELISA 法にて定量し

た。また、TNFα、IL-6 産生に対する TDAG8

を介した抑制応答に関与するシグナル伝達

系を解析するために、cAMP のアナログである

dbcAMP や cAMP ホスホジエステラーゼ阻害薬

である IBMX の添加実験、アデニル酸シクラ

ーゼを活性化するアゴニスト（プロスタグラ

ンジン、β−アドレナリンアゴニスト）など



 

 

の添加実験を行った。またさらに cAMP のシ

グナル伝達系を解析するため、Gsαに対する

siRNA、プロテインキナーゼ A(PKA)阻害薬で

ある H89 処理を行った。 

（２）プロトン感知性 GPCR 欠損マウスの

骨計測：正常マウス、プロトン感知性 GPCR

欠損マウス（OGR1 欠損マウス、GPR4 欠損マ

ウス）由来の大腿骨の皮質骨、海綿骨の骨密

度を、pQCT 骨密度測定装置を用いて測定した。 

（３）GPR4 欠損マウスにおける関節炎モデル

の作成と解析: C57BL6系統マウスは関節炎が

誘導されにくいため、ほぼ 100%の割合で関節

炎の誘導がかかる DBA1 系統へのバッククロ

スを行った。 

つぎにバッククロスを行った正常マウスと

GPR4 欠損マウスに、牛タイプ II コラーゲン

を投与し、関節炎を誘導した。そして関節部

位の観察を行い、 GPR4 の関節炎への役割を

検討した。 

 

４．研究成果 

マクロファージからの炎症性サイトカイ

ンの産生は、骨・関節機能の調節に深く関係

し、その破たんは関節炎・リウマチの発症と

深くかかわっている。そこでマウスマクロフ

ァージを用いて炎症性サイトカイン産生に

対するプロトン感知性 GPCR の役割を解析し

た。マクロファージには TDAG8、OGR1 の発現

が観察された。そこで、TDAG8、OGR1 受容体

欠損マウス由来のマクロファージを使用し

て実験を行った。 

マウスマクロファージにリポポリサッカ

ライド(LPS)を作用させると炎症性サイトカ

イン（TNF-α、IL-6）産生が増加した。これ

ら炎症性サイトカインの産生は細胞外 pH の

低下に伴い抑制された。この細胞外 pH の低

下による炎症性サイトカインの産生抑制応

答は、OGR1 欠損マウス由来のマクロファージ

では変化がなかったが、TDAG8 欠損マウス由

来のマクロファージでは一部阻害されてい

た。 

TDAG8 を過剰発現させた細胞を用いた、こ

れまでの我々の解析結果により、細胞外 pH

の低下は Gs を介し、アデニル酸シクラーゼ

/cAMP 系を活性化することが明らかとなって

いる。そこで、cAMP 誘導体、cAMP ホスホジ

エステラーゼ阻害薬、アデニル酸シクラーゼ

を活性化するアゴニスト（プロスタグランジ

ン、β−アドレナリンアゴニストなど）など

で細胞内 cAMP 濃度を上昇させても、炎症性

サイトカイン産生が細胞外 pH の低下に伴う

産生抑制と同様に、抑制されるかどうかを調

べた。その結果、cAMP がこの抑制作用を仲介

していることが判明した。そこで次に cAMP

系をより詳細に解析した。Gsαに対する

siRNA、プロテインキナーゼ A(PKA)阻害薬で

ある H89 により抑制作用が阻害された。これ

らの結果から、細胞外 pH の低下に伴うマク

ロファージからの炎症性サイトカイン産生

の抑制応答は一部 TDAG8/Gs/cAMP/PKAを介し

ているものと推定された。 

次に骨・関節形成やそれらの機能維持にプ

ロトン感知性 GPCR が関与しているのかどう

かを調べた。OGR1 欠損マウスの骨密度を測定

した。その結果、OGR１欠損マウスではコン

トロールマウスと比べ、骨量が高い傾向が観

察された。また欠損マウスとコントロールマ

ウス間で雌雄で骨量の差に違いがある傾向

が観察された。しかしながら現在までに、有

意な差は得られていない。さらに GPR4 欠損

マウスの骨計測も行ったが、現在までにコン

トロールマウスとの間に有意な差は観察さ

れていない。 

これらの結果からプロトン感知性 GPCR は

骨・関節においてアシドーシスや炎症時など、

緊急応答時にその作用を発揮している可能



 

 

性が考えられた。そこで、関節炎に対する

GPR4 の作用を解析するため、コラーゲン誘導

性の関節炎実験を行った。まず、DBA 正常マ

ウスと GPR4 を欠損する DBA マウスを作製し

た。次にこれらのマウスを用いてコラーゲン

誘導性の関節炎実験を行った。その結果、

GPR4 欠損マウスと正常マウス間で関節炎の

進行度に差が存在するとの予備的な結果を

得た。 

グルココルチコイドは抗炎症作用を有す

ることが知られているステロイドホルモン

である。一方、グルココルチコイドは TDAG8

の発現を誘導することも明らかとなってい

るが、両者の関係は不明であった。そこでグ

ルココルチコイドの抗炎症作用に TDAG8が関

与しうる可能性を検討した。その結果、TDAG8

が酸性条件下におけるグルココルチコイド

の抗炎症作用に関与しうる結果を得た。これ

らの結果を総合すると、骨、関節の機能に関

してプロトン感知性 GPCR は炎症その他、緊

急応答時に何らかの役割を担っている可能

性が考えられた。 

本研究で得られたこれらの結果は、関節

炎・リウマチなどの骨・関節の代謝異常に伴

う疾患の治療に対して、新たな視点からの情

報を提供する可能性を秘めている。 
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