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研究成果の概要（和文）：骨量は骨形成と骨吸収のバランスによって調節されておりホルモンなど細胞外の要因に影響
される。骨代謝において酸性条件下では骨吸収が亢進するといわれていたものの、その具体的な分子機構やシグナルに
ついては明らかではなかった。そこで低pH を感知する4 種類のpH 受容体（OGR1、TDAG8、GPR4、G2A）が骨芽細胞、破
骨細胞に発現していることに着目し、骨代謝バランスの崩れにおけるpH受容体 の役割を明らかにすることを試みた。
またその病態モデルとして、炎症細胞の集積により酸性化が起こっていると想定される関節炎について調べた。

研究成果の概要（英文）：It is well known that extracellular pH plays important roles in bone metabolism, 
but the molecular mechanisms are yet unidentified. To reveal the roles of novel four proton-sensing 
receptors (OGR1, GPR4, TDAG8, G2A) in bone remodeling, we generated osteoclasts and osteoblasts from bone 
marrow cells from pH-receptor knockout mice. These results indicate the relationship between OGR1 family 
and bone metabolism. We also assessed rheumatoid arthritis as in vivo model for studying acidification by 
accumulation of inflammatory cells.

研究分野： 細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
骨量は骨芽細胞と破骨細胞の機能のバラ

ンスによって調節されている。このバランス

はホルモンやサイトカインなど細胞外の要

因に大きく影響される。骨代謝バランスにお

いて細胞外プロトン濃度（pH）も重要な役割

を担っている。体液性のアシドーシス、関節

リウマチ、悪性腫瘍による骨の微小環境のア

シドーシスなど、疾患に伴い骨はしばしば酸

性環境に曝されている。 
OGR1 (ovarian cancer G-protein-coupled 

receptor 1)、TDAG8 (T-cell death associated 
gene 8)、GPR4、G2A）は、近年報告された

細胞外の酸性化を感知する pH 受容体である。

2003 年に Ludwig らが OGR1、GPR4 で細

胞外プロトン（pH）の受容体であると報告し

たのに続き、TDAG8 と G2A もまたプロトン

を感知し共役する G タンパク質を活性化し、

細胞内にシグナル伝達する受容体であるこ

とが報告された（Wang JQ. et al., 2004、Ishii 
S. et al., 2005、 Murakami N. et al., 2005）。 
 pH 受容体発見時より OGR1 と骨代謝との

関係は示唆されていた（Ludwig et al, 2003）。
骨は血中の pH 濃度を保つのに重要な器官で

あり、プロトン受容体が骨代謝に作用すると

考えられる。培養破骨細胞で OGR1 が発現し

（Yang et al., 2006）一方骨芽細胞では、ヒ

ト初代骨芽細胞で強く発現する OGR1 を介

して細胞外 pH 低下は COX-2 発現、PGE2産

生が起こり、アシドーシスが骨芽細胞に影響

する可能性を示した（Tomura H, et al, 2008）。
これまで申請者によるノックアウトマウス

骨密度解析により、pH 受容体ノックアウト

マウスでは骨密度が上昇する結果を得てお

り（投稿準備中）、骨代謝において pH 受容体

が骨吸収を促進していると考えられる。 
 また、破骨細胞が病的に活性化される関節

炎においては、炎症性細胞の集積による低

pH に加えて、炎症性細胞からのサイトカイ

ンもまた破骨細胞を介して骨吸収を促進す

ることから、pH 受容体の機能を調べる良い

病態モデルであると考えられる。 
  
 
２．研究の目的 
 アシドーシスによって骨吸収が促進さ

れることは以前より報告されているが受容

体の関与など、直接的な証明は行われていな

い。 
他のグループからの報告では、pH 受容体

OGR1 が破骨細胞分化に関わっている可能

性が示唆されているが培養細胞株での研究

であり、ノックアウトマウスを用いた初代培

養細胞や個体での報告はほとんどない。骨芽

細胞の発現するRANKLは破骨細胞の分化に

必須であり骨芽細胞と破骨細胞の機能は密

接に関係している。pH 受容体を介した骨代

謝への影響を明らかにしたい。個体レベルで

の解析に加え、pH 受容体ノックアウトマウ

スの初代培養による骨芽細胞と破骨細胞の

機能解析により骨代謝における pH 受容体の

役割を明らかにしたい。 
 
 
３．研究の方法 
(1) pH 受容体ノックアウトマウス長骨を

pQCT 骨密度測定装置により骨密度を測

定する。雌性 OGR1 ノックアウトマウス

は骨密度が高くpH 受容体OGR1 は骨吸

収に働いている。骨代謝には女性ホルモン

が影響する。そこで、卵巣摘出したマウス

でも骨密度を測定した。  
 

(2) ノックアウトマウス脛骨の骨形態計測を

行う。サンプリング前に一定の期間を置い

てカルセインを投与し、沈着したカルセイ

ンの距離を測定することにより骨の成長

速度を調べる。骨芽細胞、破骨細胞の数や

接する骨の面積など、骨の組織学的検討と

測定から破骨細胞と骨芽細胞のそれぞれ

の機能を計測した。 
 
(3) pH 受容体ノックアウトマウスでコラー

ゲン関節炎(CIA)モデルを作成して、その

増悪度をスコアリングにより評価した。 
 
(4) マウス骨髄より分化誘導した骨芽細胞を

用い pH 低下による骨形成に関わる活性

（アルカリホスファターゼ、骨石灰化な

ど）を評価した。 
 

(5) M-CSF、RANKL により誘導される破骨

細胞分化（酒石酸耐性酸性ホスファターゼ

陽性と多核形成）には OGR1 の発現が伴

う。骨髄を用いて破骨細胞の形成と破骨細

胞の骨吸収能（骨吸収窩の面積）を調べた。 



４．研究成果 
(1) pH ノックアウトマウス長骨を pQCT 骨

密度測定装置により骨密度を測定した。雌

性 OGR1 ノックアウトマウスは骨密度が

高かったのに対し、雄性では有意な差はみ

られなかった。そのため、女性ホルモンの

関与が示唆される。OGR1 は骨吸収を亢

進していることが示唆された。 
 

(2) pH 受容体ノックアウトマウス脛骨を用

いて骨形態計測を行った。骨成長速度は変

わらないのに対し、骨芽細胞、破骨細胞の

数や接する骨の面積など、骨の組織学的検

討と測定から破骨細胞と骨芽細胞のそれ

ぞれの機能が OGR1 ノックアウトの影響

を受けていた。このことより、OGR1 は

骨芽細胞機能、破骨細胞機能それぞれに影

響していることが考えられる。 
 

(3) 破骨細胞分化と機能における pH 受容体

の役割を野生型、および OGR1 ノックア

ウトマウスより骨髄を採取し、破骨細胞へ

の分化誘導を行った。分化誘導因子

（M-CSF、RANKL）により誘導される破

骨細胞分化を、破骨細胞のマーカーとして

TRAP（酒石酸耐性酸性ホスファターゼ）

陽性であること、多核形成を基準として評

価した。骨芽細胞もグリセロリン酸とアス

コルビン酸により分化誘導を行いマーカ

ーとして ALP（骨型アルカリホスファタ

ーゼ）を用い、活性染色をして形態観察を

行った。破骨細胞、骨芽細胞共に OGR1
が強く発現していた。細胞培養液中の pH
を酸性（pH7.4-pH6.0）にして NFATc1
の核移行を調べたが有意な差は見られな

かった。酸性環境は破骨細胞の分化と吸収

能（骨吸収窩の面積）を促進したが OGR1
ノックアウトマウスではその抑制は見ら

れなかった。 
 

(4) コラーゲン誘導関節炎モデルは C57BL/6
系統では誘導効率が悪くノックアウトの

影響を見ることが困難であったため、

Balb/c 系統抗にバッククロスしたマウス

を用いてコラーゲン抗体関節炎モデルに

より増悪度をスコアリングにより評価し

た。例数が十分ではないが、関節炎の増悪

度は OGR1 ノックアウトマウスで減弱し

ていたが統計学的に有意な差は見られな

かった。 
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