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研究成果の概要（和文）：脳梗塞の原因となる脳虚血では低酸素と解糖系の亢進に基づく弱酸性化が伴うことが
推測されている。脳神経系にも細胞外のpH（プロトン）を感知するOGR1ファミリーGタンパク質共役受容体
（OGR1、GPR4、TDAG8、pH 8.0～6.0）が発現しているが、それらの役割は依然不明である。本課題の成果とし
て、虚血再灌流モデルの脳梗塞においてTDAG8が抑制的に機能しており、ミクログリアにおけるTDAG8を介した抗
炎症性作用が推測された。また、OGR1、GPR4を介した神経機能制御が推測された。このように、脳虚血時のpH感
知性受容体を介した新しい調節機構が予想され、創薬の可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：Extracellular acidic pH of ~6.5 has been shown to take place with ischemia 
and neurodegenerative. However, the mechanisms underlying acidic pH-induced actions are poorly 
understood. Proton-sensing OGR1 family G-protein coupled receptors (GPCRs, including OGR1, GPR4, and
 TDAG8) have been shown to be expressed in brain. This study has focused on the roles of 
proton-sensing GPCRs in the brain injury in a mouse ischemia reperfusion model. We also analyzed 
roles of proton-sensing GPCRs in mouse microglia and neuronal cells in acidic pH medium. Our results
 suggested that acidic pH /TDAG8 functions protectively for cerebral infarction by the mouse 
ischemia model possibly due to the mechanism involving inhibitory actions against microglia 
function. And also we showed the involvement of OGR1 and/or GPR4 in the acidic pH regulation of 
neuronal cell functions. Thus, the elucidation of acidic pH actions may provide therapeutic targets 
of neurodegenerative disorders such as ischemic stroke.

研究分野：神経機能学
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１．研究開始当初の背景 
（１）脳梗塞や脳障害の原因となる脳虚血で
は低酸素と酸性化（低 pH）が伴うことが知ら
れている。これは酸素供給の低下とそれを反
映した解糖系の亢進による乳酸産生の増加
に基づく。また、脳虚血後の病態制御にはミ
クログリアや浸潤マクロファージの炎症性
シグナルの関与が示唆されている。しかし、
酸性 pH 下に暴露された細胞応答の分子メカ
ニズム、また、虚血をおこした個体での細胞
外 pH 低下と脳内炎症メカニズムや神経の細
胞死を伴う病態との関連性は不明である。最
近、私達を含む国内外のグループによって、
OGR1 ファミリー（OGR1、GPR4、TDAG8）が細
胞外の pH（プロトン）を感知して細胞内にシ
グナルを伝達する G タンパク質共役受容体
（GPCR）であることが報告された。これらの
受容体は細胞外 pH 変動（pH 8.0〜6.0）を感
知するのが特徴で、生理的ないし炎症部位で
の役割が想定される。 
 
（２）私達はグリオーシスにおける研究過程
で、pH 感知性 GPCR を介した細胞応答を観察
していた。実際、脳神経系の細胞に複数の pH
感知性 GPCR の発現が認められている。酸性
pH に対する神経系細胞の応答としては、ミク
ログリアで pH 低下による TDAG8 を介した炎
症性サイトカイン産生抑制応答を報告した
（抗炎症作用）。また、神経細胞解析に先立
ち、培養神経細胞における OGR1 を介した一
酸化窒素合成酵素の活性制御など、細胞外 pH
低下による細胞傷害を弱めるような応答を
観察していた（細胞保護作用）。このように、
虚血に伴う細胞外 pH 低下と pH 感知性 GPCR
が脳内炎症制御に深く関わっていると考え
られた。これらを踏まえて、pH 感知性 GPCR
が脳虚血や梗塞と関連したミクログリアの
活性制御や神経の細胞死、神経機能に影響を
与えている可能性を探索した。 
 
２．研究の目的 
中枢神経系の pH 変化は神経機能に重篤な影
響を及ぼすと考えられるが、そのメカニズム
は依然不明である。脳神経系には複数の pH 
8.0〜6.0を感知するpH感知性GPCRが発現し
ている。本研究では、（１）脳虚血や梗塞と
関連した生体での pH感知性 GPCR の役割を個
体レベルで探索した。また、（２）pH 感知性
GPCR を介したミクログリア活性制御、神経の
細胞死や神経機能への影響についてインビ
トロで解析を試みた。 
 
３．研究の方法 
（１）生体における pH 感知性 GPCR の役割に
ついてマウス脳梗塞モデルを用いて探索し
た。①中大脳動脈の虚血（閉塞・再灌流）に
よりマウス脳組織における Iba1、GFAP、pH
感知性 GPCR 発現を調べた。②虚血を施した
後、マウスの運動機能、梗塞領域への影響を
調べた。また、HE 染色、TUNEL 法、免疫染色

などによって神経細胞の壊死、グリア細胞
（ミクログリアやアストロサイト）の状況を
観察し、生体における pH 感知性 GPCR の役割
を調べた。 
 
（２）ミクログリアの炎症性サイトカイン産
生における pH感知性 GPCR の関与を解析した。
①マウス脳組織において Iba1 陽性細胞に pH
感知性 TDAG8 の発現が確認されたので、ミク
ログリアや関連した細胞株における受容体
サブタイプの発現を調べた。②ミクログリア
においてLPSによる炎症性サイトカイン産生
応答（TNF-α、IL-1βなど）、その酸性条件
下での抑制応答を細胞内シグナル伝達経路
に特異的な阻害剤等を用いて解析した。 
 
（３）神経細胞の生体膜上で微妙な pH の調
節が行われることが示唆されており、細胞外
pH 低下による神経細胞の機能制御機構が予
想された。そこで、神経細胞における酸性 pH
ダメージと pH感知性 GPCR を介する細胞内シ
グナル機構の解析を行った。①大脳皮質から
調整した神経細胞や関連した細胞株におけ
る pH感知性 GPCR サブタイプの発現を調べた。
②マウス胎仔から調製した神経細胞や神経
細胞株を用い、低 pH による細胞機能に対す
るダメージを調べた。また、酸性条件下での
pH感知性 GPCR を介する細胞内 Ca2+動員応答、
Rho シグナル経路に連携する細胞の形態変化
や保護作用を細胞内シグナル伝達経路に特
異的な阻害剤等を用いて解析した。 
 
４．研究成果 
（１）マウス脳梗塞モデルにおける pH 感知
性 GPCR の役割を探索： 
脳虚血後の細胞ダメージとその回復過程に
pH 感知性 GPCR がどのような役割を担ってい
るか、これら受容体欠損マウスの脳虚血モデ
ルを用いて解析した。中大脳動脈の虚血（閉
塞・再灌流）によりマウス脳組織における
Iba1 や GFAP 発現が誘導される。これに類似
して pH感知性 GPCR サブタイプの TDAG8 発現
誘導が観察され、OGR1、GPR4 発現変動はなか
った。TDAG8 発現は脳組織の Iba1 陽性細胞に
おいて観察され、培養ミクログリアにおいて
も認められた。脳虚血マウスの運動機能、梗
塞領域への影響を調べたところ、脳虚血マウ
スでは対象マウスに比較して明らかな運動
機能傷害を示すが、TDAG8 欠損マウスではさ
らに悪化していた。また、脳梗塞領域は TDAG8
欠損マウスで有意に増加した。このように、
ミクログリアのTDAG8は虚血による脳梗塞に
対して抑制的に機能していると推測された。
一方、TDAG8 以外の pH 感知性 GPCR 欠損によ
る影響も考えられた。 
 
（２）ミクログリアの炎症性サイトカイン産
生における pH 感知性 GPCR の関与： 
虚血による脳梗塞にいて炎症性サイトカイ
ンの関与が報告されており、培養ミクログリ



アでは酸性 pH で LPS による炎症性サイトカ
イン産生応答（TNF-α、IL-1βなど）の抑制
が観察される。この応答は TDAG8 欠損マウス
由来のミクログリアでは有意に解除される。
そこで、TDAG8 介したミクログリアにおける
酸性 pH 応答の作用機構を解析した。新生仔
マウス由来のミクログリアを酸性 pH 処理す
ると TDAG8 依存的に細胞内 cAMP 蓄積を促進
した。酸性 pH による LPS/炎症性サイトカイ
ン産生応答の抑制はPKA阻害薬で解除された。
この酸性 pH様の抑制応答は cAMP 誘導体によ
っても観察された。LPS から炎症性サイトカ
イン産生過程のどの段階でTDAG8シグナルが
効果を発揮しているか、MAP キナーゼ阻害薬
や NF-κB 阻害薬を用い解析した。ミクログ
リアにおける LPS/炎症性サイトカイン産生
過程には MAP キナーゼや NF-κB 活性化が伴
うが、酸性pHによる抑制応答の一部にTDAG8/
アデニル酸シクラーゼ/cAMP/PKA を介する
MAP キナーゼ制御機構が推測された。このよ
うに、TDAG8 は中大脳動脈の虚血再灌流時の
梗塞に対して抑制的に機能しており、ミクロ
グリアにおけるTDAG8を介する抗炎症性作用
の関与が予想された。 
 
（３）神経細胞に及ぼす酸性 pH の直接的な
影響と受容体介する作用の解析： 
神経細胞に焦点をあて細胞外酸性 pH 応答の
作用機構を調べた。pH 感知性 GPCR の欠損マ
ウスの脳虚血実験から、TDAG8 が炎症性サイ
トカイン産生制御を介して梗塞領域の低下
に関与していると推測された。また、TDAG8
以外の pH感知性 GPCR 欠損による影響も考え
られた。神経細胞の生体膜上で微妙な pH の
調節が行われることが示唆されており、細胞
外 pH 低下による神経細胞の機能制御機構が
予想された。神経細胞には OGR1、GPR4 の発
現が認められた。神経腫細胞株では神経細胞
の機能発現として細胞内 Ca2+動員や神経型
一酸化窒素合成酵素の活性化が観察された。
また、pH 感知性 GPCR 欠損マウスから調整し
た神経細胞を用いた解析から、低 pH による
細胞ダメージや細胞内 Ca2+動員シグナルの
変動に pH 感知性 GPCR の関与が予想された。
このように、脳虚血に伴う pH 低下が pH 感知
性 GPCR を介して梗塞に影響を及ぼすと考え
られた。 
 
（４）本研究で得られた成果と今後の展望： 
脳梗塞の原因となる脳虚血では低酸素と解
糖系の亢進に基づく弱酸性化が伴うことが
推測されている。脳神経系の細胞にも pH 感
知性 OGR1 ファミリー受容体（OGR1、GPR4、
TDAG8）が発現しているが、それらの役割は
明らかでなかった。本課題の成果として、局
所脳梗塞モデル（中大脳動脈の閉塞）の脳梗
塞において TDAG8 が抑制的に機能しており、
ミクログリアにおけるTDAG8を介した抗炎症
性作用が推測された。また、OGR1、GPR4 を介
した神経機能制御が観察された。このように、

脳虚血時の pH 感知性受容体を介した新しい
調節機構が予想され、創薬の可能性が考えら
れた。今後、ミクログリアにおける TDAG8 の
抗炎症性作用が脳梗塞モデルの脳梗塞に対
して抑制的に機能しているのか、ミクログリ
ア機能を改善する薬物やミクログリアを減
少させる薬物の投与を組み合わせ、より詳細
な検討を加える。一方、神経系細胞ではない
が、虚血時に重要な役割を発揮する内皮細胞
では GPR4 が発現している。そこで、虚血性
の応答におけるミクログリアを含む内皮細
胞の機能制御と pH感知性 GPCR の役割につい
て解析を試みたい。 
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