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研究成果の概要（和文）：α-ヒドロキシ酪酸の培地中への添加は、間葉系細胞の培養において、幹細胞を骨芽
細胞様の表現形を示す細胞へと、強く分化誘導した。この分化誘導は、GPR81リガンドである乳酸やプロピオン
酸の添加でも、観察された。GRP81のshRNAを導入した細胞に、α-ヒドロキシ酪酸を添加すると、分化誘導反応
が消失した。MCT-1の強制発現を行ったが、分化誘導に変化がなかった。予想に反して、GPR81リガンドは、脂肪
前駆細胞の分化を強く促進し、有意な脂肪滴蓄積を増加させた。GPR81リガンドはリプログラミング因子とし
て、直接作用するのではなく、分化のアクセラレーターとしての役割を演じている可能性が分かった。

研究成果の概要（英文）：Addition of α-hydroxybutyrate to the culture medium strongly induced 
differentiation of stem cells into cells exhibiting osteoblast-like phenotypes in mesenchymal cell 
cultures. This differentiation induction was also observed when lactate or propionate, which are 
GPR81 ligands, were added to the culture media. To confirm this stimulation pathway, α
-hydroxybutyrate was added to cells transfected with GRP81 shRNA, and the differentiation induction 
response disappeared. Considering the possibility that a reaction mediated by monocarboxylate 
transporter was occurring, MCT-1 was forced to be expressed, but there was no change in the 
differentiation induction. Contrary to expectations, GPR81 ligand strongly promoted differentiation 
of adipose precursor cells and significantly increased lipid droplet accumulation. It was found that
 GPR81 ligand may play a role as an accelerator of differentiation rather than acting directly as a 
reprogramming factor.

研究分野：口腔生化学

キーワード： GPR81　α-ヒドロキシ酪酸　細胞分化

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年の組織工学技術の進歩により、in vitroで生体組織を構築し、それを体内に移植する治療が可能になりつつ
ある。しかし、骨組織の再生はその石灰化が必要であるため、軟組織の再生よりも時間がかかる。短時間で骨芽
細胞が石灰化するように誘導させる技術の開発は、非常に重要な問題である。本研究ではα-ヒドロキシ酪酸や
乳酸、その他のGPR81リガンドが、GPCR81を直接刺激して、間葉系細胞の分化アクセレーターとして、機能して
いることを突き止めた。これらの知見は、将来の細胞工学において、有意義なものとなると考える。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 iPS 細胞の技術と組織工学技術の進歩により、in vitro で生体組織を構築し、それを体内に移植するこ
とで、治療を行う事が可能になりつつある。しかし、骨組織の再生はその石灰化が必要であるため、軟
組織の再生よりも時間がかかる。骨芽細胞をを短時間で石灰化させることが可能になれば、最終目的の
形態に準ずる可溶性スキャフォールドを用意しておき、そこに骨芽細胞を播種し、石灰化促進剤を添加
することで、短時間に骨形成が行える可能性がある。私たちの従前の研究で、動物組織に挿入した、低
重合度ポリ L 乳酸や、細胞培養液中の高濃度乳酸が、骨芽細胞の石灰化を、強く促進し、短時間で石
灰化させていることが分かった。乳酸は Monocarboxylate transporter によって細胞内輸送されるが、同
時にGPR81のリガンドである。本研究では、乳酸と同じくGPR81 リガンドに分類されるα-ヒドロキシ酪酸
にも、乳酸と同様もしくは、それ以上の能力があるのではないのかと考え、研究を行った。 
 
２．研究の目的 
 複数種類の GPR81 リガンドのうち、α-ヒドロキシ酪酸とその他のリガンドについて、石灰化誘導能の
有無を確認する。このうち、効果があったものに関して、GPR81 経由でその効果が現れているのか、
Monocarboxylate transporter経由で、細胞内からその効果が現れているのかを確認する。その上で、未
分化間葉細胞への影響（分化の振り分け、もしくはダイレクトリプログラミングが可能なのか）に関して、調
査する目的で、脂肪に分化するコンポーネントの培地で培養した未分化間葉細胞、前駆脂肪細胞、分
化した脂肪細胞に、α-ヒドロキシ酪酸とその他の GPR81 リガンド適応し影響を評価する。さらに、これら
のシグナル伝達経路の解明を試みると同時に、既知の骨形成促進剤との併用について考える。 
 
３．研究の方法 
 in vitro の実験は、MC3T3-E1 細胞、ST2 細胞、３T３－L１細胞を主に用いた。培地は通法に従い、
10％FBS 添加下で行った。ここに、高濃度乳酸、α-ヒドロキシ酪酸、β-ヒドロキシ酪酸、グリコール酸、
D-カルニチン酒石酸、L-カルニチン酒石酸、プロピオン酸、マレイン酸を加えた。骨芽細胞
の石灰化粒は Alizarin red-S 染色で、脂肪細胞の脂肪滴蓄積はOil Red O 染色で評価した。遺伝子発
現量は、RT-qPCR にて評価し、タンパク質量はウエスタンブロット法と ELISA により評価した。AP-1 活
性、NF-κB 活性、ISRE 活性は、ルシフェラーゼアッセイによって調査した。in vitro の実験は、SD ラット
の頭蓋冠に人為的に孔を開け、高分子化合物の混合物を適用し、３週間後に屠殺して、マイクロ CT に
て骨形成を評価した。 
 
４．研究成果 
（１）α-ヒドロキシ酪酸の分化誘導能を検討した結果、間葉系細胞において、骨芽細胞への強い誘導
能を有していた。これは、GPR81 リガンドである乳酸やプロピオン酸でも同様であった。GPR81 経路をよ
り明確にするために、GRP81 の shRNA を導入すると、この反応は消失した。また、Monocarboxylate 
transporter の強制発現を行ったが、対照と明確な差が観察出来なかった（図１A）。これは、MCT-1 を
介して、α-ヒドロキシ酪酸が細胞内に侵入し、その反応を起こしている訳ではないことを意味している。
α-ヒドロキシ酪酸と同様の反応は、グリコール酸、L-カルニチン酒石酸、マレイン酸で確認出来た。
しかし、予想に反して、これら
の GPR81 リガンドは、前駆脂
肪細胞にまで分化した細胞に
適用しても、骨芽細胞の表現
形を提示させることは出来な
かった。加えて、分化した脂肪
細胞の脂肪滴蓄積も誘導した
（図１B）。これらのことは、少な
くとも、GPR81 リガンド単独で
は、ダイレクトリプログラミング
を行う能力が無いと考えられ
る。 
 

図１ A B 



（２） α-ヒドロキシ酪酸単体、と混合物質①delphinidin 配糖体
高含有植物抽出物、②petunidin、③Platelet-rich Fibrin の効
果を検討した。①～③は、in vivo, invitro において単独で、骨
芽細胞において骨形成誘導能を示した（Antioxidants 
(Basel).、Int J Mol Sci. 2019.、Exp Ther Med. 2019.）。加え
て、破骨細胞の活性化を抑制した。これらと、α-ヒドロキシ酪
酸との併用で石灰化促進能力を評価したが、期待していた相乗
効果は確認することが出来なかった（図２）。 
 
（３）α-ヒドロキシ酪酸の骨形成促進作用は、細胞膜貫通型の
cAMP である 3',5'-cyclic monophosphate （CPT-cAMP）によって消失した（図３A）。これは、、グリコー
ル酸、L-カルニチン酒石酸、マレイン酸でも同様であった。このことから、シグナル伝達は、
GPR81 アダプタータンパク質である ARRB2 が関与している可能性が浮上した。ARRB2 の強制発現を
行うと、低濃度α-ヒドロキシ酪酸の作用を一部強調させた（図３B）。 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
  
（４）α-ヒドロキシ酪酸による骨形成促進作用が、あたかも急性肝障害や急性膵炎のように、Toll-like 
receptor を介して活性化されるインフラマソームの作用に関与しているのではないかという仮説を立てた。
AP-1 活性、NF-κB 活性、ISRE 活性について調査を行った。その結果、AP-1 活性と NF-κB 活性に
は変化が観察されなかった。ISRE 活性についてのみ、変化が認められた。ここから、GPR81 リガンドの
刺激による骨形成促進経路の一部に、細胞外の鉄イオンの存在が影響している可能性が示唆された。 
 
（５）並列して行った研究から、膜貫通型ムチンである MUC4 の下流シグナルに、GPR81 が関与する可
能性が考えられたため、これを検証した。この結果、幾つかの遺伝子発現の解析を行ったが、予想した
結果が得られなかった（図４A～C）ため、MUC4 との関連の可能性を排除した。 
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