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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、脳微小血管におけるバリア機能制御にGPR4の関与が予想された。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と創薬の可能性が考えられる。

研究成果の概要（英文）：Extracellular acidic pH of ~6.0 has been shown to take place with brain 
ischemia. However, their mechanisms for signaling an acidic pH in a cerebral injury during ischemia 
have been poorly elucidated. Proton-sensing OGR1 family G-protein coupled receptors (GPCRs, 
including OGR1, GPR4, and TDAG8) have been shown to be expressed in central nervous system. This 
study has focused on the roles of proton-sensing GPCRs in the brain injury in a mouse ischemia 
reperfusion model. Our results suggested that acidic pH/TDAG8 functions protectively for cerebral 
infarction by the ischemia model possibly due to the mechanism involving inhibitory actions against 
microglia function. We also found the involvement of acidic pH/GPR4 in the expression of adhesion 
molecules in endothelial cells. Thus, although further studies are necessary to clarify the roles of
 proton-sensing GPCRs in ischemic brain functions, they may help to identify the therapeutic targets
 for a brain injury accompanied by acidosis.

研究分野：細胞生物学、病態神経科学

キーワード： プロトン感知性受容体　G蛋白共役型受容体　脳虚血　ミクログリア　微小血管内皮細胞　脳内炎症　細
胞死　酸性pH

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では虚血性神経性疾患で報告されている低pH環境変動が中枢神経系細胞群の活性制御を介して神経機能に
何らかの作用を及ぼし、脳内恒常性の破綻に関わっているのではないかという仮説を実証しようとしたものであ
る。微小環境因子としてのpH変動は中枢神経系を含む様々な炎症性疾患で生じていると想定されており、このよ
うな環境変化を感知する受容体分子の究明は炎症性疾患の新しい治療戦略の構築に寄与すると期待される。ま
た、本研究の成果は細胞外pH変化による多彩な生物作用の分子基盤となる。

※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 
（１）脳虚血部位では低酸素に加え、pH 低下が伴うことが知られている。これは虚血部位の酸
素供給の不足により、解糖系／乳酸産生が亢進するためと考えられる。一方、脳虚血時には血球
系細胞が脳実質内へと浸潤し脳炎症に関わると考えられている。実際、低酸素においては HIF-1
を中心とした解析が先行しており、HIF-1が血管新生、トランスポーター、アポトーシスの回避
に関わる分子群の転写を高め、低酸素から細胞を守っている。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低下と血球系細胞の浸潤
など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。私達を含む国内
外のグループによって、細胞外 pH 変動（pH 8.0〜6.0）を感知する OGR1 ファミリー受容体
（OGR1,GPR4,TDAG8）が報告された。これらは Gタンパク質共役型受容体であり、生理的ない
し炎症部位での役割が想定されている。 
（２）私達は酸性 pHに対する神経系細胞の応答として、ミクログリアにおける炎症性サイトカ
イン産生抑制応答、培養神経細胞における細胞傷害を弱めるような応答を確認していた。また、
末梢の血管内皮細胞において酸性 pHによる接着分子の発現制御を観察していた。脳神経系の細
胞群（神経細胞 OGR1、ミクログリア TDAG8、内皮細胞 GPR4）にプロトン感知性受容体の発現
を観察していた。このように、虚血に伴う細胞外 pH低下とプロトン感知性受容体が脳微小血管
のバリア機能や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、個体レベル
の脳虚血モデル実験の解析に加え、培養細胞を用いた解析も組み合わせ、中枢神経系におけるプ
ロトン感知性受容体の役割を探索した。 
 
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。脳神経系にも複数の pH 8.0〜6.0を感知するプロトン感知性受容体が発現している。
本研究では、（１）マウスに中大脳動脈閉塞手術を施し、虚血・再灌流後の酸性ストレスによる
脳梗塞の進展にこれらの受容体がどのように関わっているかを探索した。また、プロトン感知性
受容体を介した（２）ミクログリア活性制御について、（３）脳微小血管のバリア機能制御につ
いてインビトロで解析を試みた。 
 
３．研究の方法 
（１）脳虚血・再還流後の細胞ダメージとその回復過程にそれぞれのプロトン感知性受容体がど
のように関わっているか、野生型と各受容体欠損マウスを用いた中大脳動脈虚血モデルにて解
析した。①脳虚血・再灌流後の脳組織における pH変動を調べた。②脳組織のプロトン感知性受
容体サブタイプの発現への影響を調べた。③マウス運動機能（神経学的スコア）、生存率、梗塞
領域への影響を調べた。 
（２）TDAG8欠損では脳梗塞領域の拡大する傾向であったことから、TDAG8欠損マウスに焦点
をあて、低pH環境変化がミクログリアの活性制御にTDAG8を介して関わるのか解析を試みた。
①TDAG8欠損による脳梗塞悪化に関与しているのがミクログリアであるかを検証するため、脳
虚血・再灌流後の脳組織における炎症性サイトカインの発現を調べた。② 脳虚血・再灌流後の
生体組織における神経系細胞マーカーの変動を調べた。③ミクログリア機能を抑制することが
知られているミノサイクリンを用いて、培養ミクログリアにおける酸性 pH と LPS シグナルに
対する効果、虚血モデルにおける影響を調べた。 
（３）GPR4欠損では梗塞領域の低下する傾向であったことから、低 pH環境変化が脳微小血管
のバリア機能制御に GPR4を介したシグナルが関わるのか、酸性 pHの影響について内皮細胞を
用いて解析した。①脳微小血管のバリア機能制御における GPR4欠損の影響を調べるため、血漿
成分の脳実質内へ漏出を調べた。②マウス脳微小血管由来の内皮細胞を用いて、TNF-αによる
接着分子の発現調節を調べ、TNF-αシグナルに対する酸性 pH/GPR4効果に関するシグナル伝達
機構を解析した。 
 
４．研究成果 
（１）マウス脳梗塞モデルにおけるプロトン感知性受容体の役割： 
虚血・再灌流後の脳組織における pH変動を調べた。また、脳虚血後のダメージにプロトン感知
性受容体がどのような役割を担っているか、マウスの脳虚血モデルを用いて解析した。①マイク
ロ pHセンサーを用いて脳組織における pH変動を調べたところ、中大脳動脈を閉塞すると血流
支配領域の pH低下が観察された。②プロトン感知性受容体サブタイプ発現への虚血・再灌流に
よる影響を調べた。大脳組織において TDAG8、GPR4、OGR1は明らかに発現しており、虚血・
再灌流処置による TDAG8の誘導が観察された。③プロトン感知性受容体欠損による脳虚血マウ
スの運動機能、梗塞領域への影響を調べた。TDAG8欠損では虚血・再灌流による運動機能低下
や梗塞領域が軽減されていた。また、GPR4欠損では梗塞領域の低下する傾向が見られた。この
ように、脳組織は虚血によって弱酸性 pHに暴露され、プロトン感知性受容体が pH変化を感知
し、脳虚血後のダメージに対して何らかの作用を及ぼしていると推測された。 



 
（２）プロトン感知性受容体を介したミクログリア活性制御： 
低 pH環境変化がミクログリアの活性制御に TDAG8を介して関わるのか、マウスの脳虚血モデ
ルを用いて解析した。①虚血・再灌流後の脳組織における炎症性サイトカインの mRNA 発現を
調べたところ、TDAG8欠損による TNF-αや IL-1βの上昇が観察された。②虚血・梗塞領域にお
ける活性化型ミクログリアの変動を調べたところ、TDAG8欠損マウスの梗塞層境界領域におい
てより高い誘導が見られた。③単離したミクログリアにおいて LPS シグナルに対するミノサイ
クリンの効果は有効であった。そこで、ミノサイクリン投与マウスを用いて調べたところ、
TDAG8欠損マウスにおける運動機能低下や梗塞悪化が有意に軽減された。このように、脳組織
は虚血によって弱酸性 pHに暴露され、ミクログリアに発現している TDAG8が pH変化を感知
し、脳虚血後のダメージに対して保護作用を及ぼしていると推測された。 
 
（３）プロトン感知性受容体を介した脳微小血管のバリア機能制御： 
虚血による低 pH 環境変化が脳微小血管のバリア機能制御に GPR4 が関わるのか調べた。また、
酸性 pHによる内皮細胞の接着分子発現調節におけるシグナル伝達機構を解析した。①野生型マ
ウスに対して GPR4欠損マウスでは虚血・再灌流後の梗塞領域が縮小、また、血漿成分の脳実質
内へ漏出が減少する傾向であった。②TNF-αによる単球の内皮細胞への接着応答を調べたとこ
ろ、TNF-α作用に対する酸性 pHによる増強効果が観察された。また、酸性 pH刺激による GPR4
（cAMP、Rhoシグナル系）を介した接着分子の発現調節作用が観察された。このように、脳組
織は虚血によって弱酸性 pHに暴露され、内皮細胞に発現している GPR4が pH変化を感知し、
虚血後の脳病態に影響を及ぼすと推測された。 
 
（４）本研究で得られた成果と今後の展望： 
本課題の成果として、虚血による pH変化に伴うミクログリアの TDAG8を介した抗炎症性作用
がマウス脳梗塞モデルでの検討から推測された。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。一方、GPR4が脳微小血管の構造
変化に影響を及ぼすとマウス内皮由来細胞を用いた検討から予想されたが、虚血後の血球系細
胞の浸潤に関する定量的解析、マウス脳微小血管と内皮細胞を用いるインビトロでの解析が十
分でなかった。今後も継続して、脳虚血・再灌流後の微小血管のバリア機能制御と組織傷害に
OGR1受容体ファミリーがどのように関わっているか、虚血実験を用いた経時的な解析を試みた
い。また、組織培養や細胞培養におけるミクログリアと浸潤血球系細胞による炎症反応への酸性
pH影響について、OGR1受容体ファミリーの役割を追究する。 
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