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研究成果の概要：リゾ脂質性Ｇ蛋白質共役受容体をリポ蛋白質作用の仲介機能ならびに細胞外
pH センサー機能という新しい視点から解析した。その結果、血管内皮細胞や平滑筋細胞におけ
る様々なリポ蛋白質作用がスフィンゴシン 1-リン酸受容体やリゾホスファチジン酸受容体を
介していること、また、細胞外 pH 低下による骨芽細胞の COX-2 発現における OGR1 受容体の役
割などを明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 
リゾ脂質Ｇ蛋白質共役受容体 (GPCR)にはス
フィンゴシン 1-リン酸（S1P）、リゾホスファ
チジン酸(LPA)などに対する Edg 受容体ファ
ミリーと、スフィンゴシルホスホリルコリン
（SPC）、サイコシンなどに対する OGR1 受容
体ファミリーが存在する。 

我々は 10 年来の Edg 受容体ファミリー研
究を通して、独自に S1P 定量法を確立し、脂
質性シグナル分子が血中では高密度リポ蛋
白質(HDL)、低密度リポ蛋白質(LDL)などのリ
ポ蛋白質に濃縮していることを見いだした。
軽い生活習慣病を持つヒトの観察では、S1P
は HDL に蓄積し、HDL コレステロール濃度と
HDL-S1P 濃度には正の相関がある。即ち、動
脈硬化症の重要な負の要因（少ないために発

症する）である HDL コレステロールが高いヒ
トでは HDL-S1Pが高いことを意味する。一方、
LDLの酸化によって、S1Pは減少するが、LPC、
LPA は逆に増加する。従来のコレステロ-ル代
謝を担うリポ蛋白質作用に関しては分子機
構がよく解析されている。即ち、LDL は細胞
にコレステロールを供給し、HDL は末梢細胞
から余分のコレステロールを引き抜き最終
的に肝臓において胆汁酸として体外に放出
する。この HDL による、所謂、コレステロー
ル逆輸送が HDLの抗動脈硬化性作用にとって
極めて重要であると考えられている。このよ
うなコレステロール運搬に加え、最近の知見
では HDLがコレスレロール代謝と直接関連し
ない種々の作用も発揮していることが判っ
てきた。しかし、コレステロ-ル代謝と直接



関連しないリポ蛋白質の作用機構に関して
は依然不明である。我々はリポ蛋白中に脂質
シグナル分子が含まれているという研究成
果を基にコレステロール代謝に直接関連し
ない様々なリポ蛋白質作用のなかで、抗動脈
硬化作用にはリポ蛋白質 HDL 中の S1P が、一
方、動脈硬化促進作用には LDL 中 LPA が関与
している可能性を想定した。 

一方、OGR1 受容体ファミリーはある種の
リゾ脂質性分子の受容体として同定されて
いたが、ノバルティスの Ludwig, MG et al 
(Nature, 425, 93, 2003)はこのファミリー
の中で OGR1、GPR4 が細胞外 pH 低下に応答し
てイノシトールリン酸、cAMP 産生など細胞内
シグナル伝達系を活性化することを見出し
た。我々は TDAG8 も同様に細胞外 pH の低下
によって cAMP産生が亢進することを見出し、
また、血管平滑筋細胞において細胞外 pH 低
下が OGR1 受容体を介して細胞内 cAMP 産生、
プロスタグランジン産生を引起すことを受
容体特異的 siRNA を用いて証明した。国内で
は清水（東大）のグループも G2A にプロトン
感知性を報告した。また、最近、国外のグル
ープが OGR1 受容体ファミリーが破骨細胞の
分化に関与していると指摘しているが、これ
らの受容体ファミリーのプロトン感知性に
関する研究はまだ端緒についた段階である。
しかし、細胞外 pH の変化によって様々な細
胞機能が変化することは数多く報告されて
おり、従来、単に pH 感受性と片付けられて
きた細胞応答の多くが、OGR1 受容体ファミリ
ーで説明される可能性が考えられた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、リゾ脂質受容体を（1）リポ蛋
白質作用の仲介機能（2）細胞外 pH センサー
機能という新しい視点から解析し、リゾ脂質
性シグナル分子受容体が示す多機能性の分
子機構の一端を明らかにすることを目指し
た。 
リポ蛋白質作用を仲介する機能：我々は高密
度リポ蛋白質HDL中にはS1Pが高濃度蓄積し、
一方、低密度リポ蛋白質LDLの酸化に伴いLPA
が増加するという発見に基づいて、コレステ
ロール代謝と直接関連しないリポ蛋白質作
用のメディエ-タ-として脂質性シグナル分
子が関与する例を示してきた。本研究では従
来の我々の研究をさらに発展させ、「リポ蛋
白質作用のメディエ-タ-として脂質性シグ
ナル分子が重要な役割を果たしている」とい
う新しい概念の構築を目指す。具体的には
（1）血管内皮細胞における接着分子発現を
指標にしたHDL作用とS1Pとの関連、（2） 血
管平滑筋細胞における細胞遊走を指標にし
たLDL作用とLPAとの関連、（3）中枢神経系に
おけるリポ蛋白質作用とS1Pの細胞放出機構
を中心に解析する。受容体の関与が証明され

ることによって受容体機能を調節するアゴ
ニスト、アンタゴニストの開発等、血管病の
治療薬剤の開発に有益な情報を提供できる
こと、リポ蛋白質中のS1P/LPAバランスが血
管病の予測因子となり新たな生活習慣病の
マーカーとなること、また、リポ蛋白質産生
に連動した新しいS1P産生制御機構に関して
一定の理解が得られることが期待される。 
細胞外pHセンサー機能：血液中のpHは厳密に
コントロールされているが、運動時の筋肉、
骨リモデリンング（骨形成・骨吸収）を営む
骨周辺部から、虚血、感染、リユウマチ、腫
瘍など様々な病変部では細胞外pHの低下が
観察される。腫瘍内部では細胞外pHは 6以下
にも低下する。このように細胞外pH変化は生
理的な環境下から病態下に至る様々な状況
下で観察されるが、従来これらの応答は単に
pH感受性の応答として片付けられてきた。こ
れは細胞外pHを感知するプロトンセンサー
の実体が不明であったことに他ならない。こ
れら多くのpH感受性応答にプロトン感知性
GPCRが関与しているとの観点から、本研究で
は（1）従来リガンド非依存性といわれてい
たプロトン感知性GPCRを過剰発現した細胞
におけるプロトン依存性の証明、（2）内在性
に受容体を発現しているヒト骨芽細胞にお
けるpH作用とOGR1 受容体の関与、（3）マクロ
ファージなど炎症性細胞におけるプロトン
作用とTDAG8 受容体の関与などについて解析
する。これらの解析を通してpH感受性という
生物界において普遍的な生理現象のみなら
ず様々な病態とも関連した現象の分子基盤
としてのOGR1 受容体ファミリ−の役割を明ら
かにしたい。 
 
３．研究の方法 
HDL、LDL の調製はボランティアの血漿から密
度勾配遠心法にて調製した。ヒト臍帯静脈内
皮細胞、ヒト血管平滑筋細胞は市販の細胞を
購入した。ラット、マウスアストロサイトは
胎児脳のコラゲナーゼ処理により調製した。
受容体、G蛋白質ノックダウン細胞は siRNA、
オリゴヌクレオチド法により作成した。細胞
内シグナル分子の機能解析はドミナントネ
ガティブ変異遺伝子、特異的阻害薬を用いた。
細胞増殖は放射性チミジンの取り込み、細胞
遊走はボイデンチャンバー法、SRE プロモー
ターアッセイはレポーターとしてルシフェ
ラーゼを組み込んだコンストラクトを細胞
内に導入し解析した。その他、試薬の供給先
並びに実験方法の詳細はすでに発表したオ
リジナル論文 (5.主な発表論文［雑誌論文］
にリスト)を参照 願いたい。 
 
４．研究成果 
4.(1).リポ蛋白質作用を仲介する機能 
4.(1).①. 高密度リポ蛋白質（HDL）作用発



現におけるスフィンゴシン 1-リン酸（S1P）
受容体とスキャベンジャー受容体クラスBタ
イプI(SR-BI)の役割：S1PがHDL中に濃縮され
ていることからHDLの抗動脈硬化性作用を
S1Pが仲介している可能性が示唆される。こ
の点に関してヒト臍帯静脈内皮細胞を用い、
単球の接着に関わる細胞接着分子（VCAM-1）
発現を指標にして解析した。その結果、HDL
の少なくとも一部の作用はHDL中のS1Pを介
し、S1P1 受容体/Gi/NO合成酵素/NF-kB抑制/
細胞接着分子発現抑制の経路を介している
ことをS1P受容体特異的なsiRNA、アンタゴニ
スト、細胞内シグナル系に対する特異的な阻
害薬を用い明らかにした。しかし、S1Pを介
した作用はS1P受容体特異的なsiRNA、アンタ
ゴニストの他にGi機能を抑制する百日咳毒素
(PTX)処理でほぼ完全に抑制されるにもかか
わらず、これらの細胞処理でもHDL作用は完
全には抑制されないことから、S1P受容体以
外の関与も推定された。HDLはS1Pなどの脂質
成分の他にapo-AIなどのアポリポ蛋白質を
含み、このアポリポ蛋白質がABCA-Iを介した
コレステロール逆輸送において中心的な役
割を果たしている。最近、このapo-AI受容体
の一つであるスキャベンジャー受容体クラ
スBタイプI(SR-BI)との会合時には通常の細
胞膜受容体のように細胞内にシグナルを発
生することが報告されている。そこで、我々
はHDL作用発現におけるS1P受容体以外のメ
カニズムとしてSR-BIを想定した。SR-BIやそ
のアダプター蛋白質であるPDZK1 に対する
siRNAを用いた実験によって、HDLはS1P1 受容
体に加え、SR-BIも刺激しS1P1 受容体と同様、
NO合成酵素/NF-kB抑制を介して細胞接着分
子発現を抑制していることが示された。現在、
S1P受容体とSR−BIがeNOSを活性化する機構
に関して解析している。詳細は不明であるが、
いずれの場合もAMP活性化蛋白リン酸化酵素
（AMPK）が重要な役割を果たしていることが
示唆された。なお、研究成果は 5.主な発表論
文［雑誌論文］の ⑧ Kimura T et al, J 
Immunol 181: 7332-7340 (2008) と  ④ 
Okajima F et al, Endocrine J in press 
(2009) (review) に報告した。 
4.(1).②. ヒト血管平滑筋細胞における低
密度リポ蛋白質（LDL）作用とリゾホスファ
チジン酸（LPA）：ヒト血管平滑筋細胞にお
いてLDLは細胞増殖、遊走を促進する。これ
らの作用は血管形成術後の血管肥厚の原因
である。LDL特に酸化LDL中には様々な生理活
性脂質の存在が報告されている。我々はこれ
らの作用がLPAに基づくことを、受容体siRNA、
LPAアンタゴニストKi16425 などを用いて解
析した。また、実際にLPAがLDL中に存在する
ことはLPA1 受容体過剰発現細胞でのcAMP産
生低下を指標にした方法により確認した。ヒ
ト血管平滑筋細胞においてLDLは細胞増殖作

用、遊走促進作用を示す。これらの作用がリ
ポ蛋白質中の LPAを介していることを
Ki16425、siRNA-LPA1 を用い証明した。また、
細胞増殖は細胞内Ca 、カルシニューリン系
を介し、細胞遊走はEGF受容体を介している
ことが示唆された。本研究ではHDLの血管平
滑筋細胞遊走抑制機構も解析した。S1P2 受容
体やG ・サブユニットに対するsiRNAなどを
用い、HDLの遊走抑制作用はS1P2 受容体、G
を介していることが推定された。このように、
血管平滑筋細胞ではHDL、LDLはそれぞれ正反
対の作用を発揮し、これらの応答には
S1P/S1P2 受容体、LPA/LPA1 受容体が関与し
ている。なお、研究成果は 5.主な発表論文［雑
誌論文］の ⑩ Damirin A  et al, Am J 
Physiol Heart Circ Physiol. 292:H2513-522 
(2007) と  ③ Komachi M et al, Vasc 
Pharmacol 50: 178-184 (2009) に報告した。 
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4.1.3. 中枢神経系におけるリポ蛋白質作用
とS1Pの細胞放出機構：ヒト脳脊髄液はラッ
トアストロサイトの遊走を著明に促進する。
この促進活性成分を同定する目的で密度勾
配遠心法によってリポ蛋白質画分を調製し
たところ、この生理活性成分はHDL画分に存
在すること、薄層クロマトグラフィーによっ
て活性成分を分離するとS1Pと同一の画分に
存在すること、ヒト脳脊髄液の細胞遊走活性
はS1P受容体アンタゴニストで阻害されるこ
と、さらに、S1Pはラットアストロサイトの
遊走を著明に促進することなどが明らかに
された。以上の実験結果は活性成分がS1Pで
あることを示唆している。また、これらの知
見は中枢神経系でも血液循環系と同様にHDL
がS1Pの運搬を担っていることを示唆してい
る。中枢神経系でもHDLはABCA1 を介して産生
される。siRNAを用いたABCA1 ノックダウンア
ストロサイトやABCA1 ノックアウトマウス由
来のアストロサイトを用い、S1P産生はABCA1
によるリポ蛋白質の合成と連動しているこ
とが示唆された。なお、研究成果は 5.主な発
表論文［雑誌論文］の ⑫ Sato K et al, J 
Neurochem. 103: 2610-2619 (2007) と  ⑬ 
Sato K  
359:649-654 (2007) に報告した。 
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4.(2). 細胞外pHセンサー機能 
4.(2).①.従来リガンド非依存性といわれて
いた応答のプロトン依存性の証明：OGR1 受容
体ファミリーはスフィンゴシルホルホリル
コリン（SPC）などの脂質性シグナル分子の
受容体として同定された。一方、これらの受
容体を過剰発現した細胞では、脂質性シグナ
ル分子を添加しなくとも細胞内のシグナル
伝達系が活性化されることがしばしば観察
されている。例えば、GPR4 を過剰発現した細
胞では特にリガンドを添加しなくともERK活
性の低下、様々な遺伝子発現に関与するSRE
プロモーターの活性化などが観察される。こ

javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Biochem%20Biophys%20Res%20Commun.');


れらの現象はリガンド非依存性の応答とし
て説明されてきた。本研究では、GPR4 受容体
のリガンド非依存性応答と細胞外pHとの関
連について解析した。GPR4 などの受容体を過
剰発現したHEK293 細胞を用い、SREプロモー
ター活性、ERK活性測定を行い、従来リガン
ド非依存性といわれていた応答が細胞外の
わずかなpH変化に基づくかどうかを解析し
た。その結果、pH7.8 (プロトン濃度として
16 nM)と比較するとpH 7.4（プロトン濃度と
して 40 nM）では（1）cAMP産生が亢進し、ERK
が抑制されること、（2）著明なSREの活性化
が観察され、この作用はG ,G の阻害剤では抑
制されないが、ドミナントネガティブRhoGEF、
Rhoの阻害剤で著明に抑制されることなどが
観察された。これらの応答はいずれの場合も
pHをさらに低下する（酸性化）と活性が顕著
になる。このように、従来リガンド非依存性
の応答といわれてきたGPR4 受容体を介した
ERK活性の抑制、SRE活性化作用は、実際には
細胞外pHすなわちプロトンがリガンドとし
て機能していることが推定された。ERK活性
の抑制作用はG を介したcAMP産生が、SRE活性
化作用にはおそらくG を介したRhoシグナ
ル伝達系の関与が推定される。このように、
GPR4 はプロトンで活性化されると、少なくと
もG ，G を介する細胞内シグナル伝達系を
活性化すると考えられる。また、我々は予備
的ながらGPR4 の過剰発現はイノシトールリ
ン酸の産生、細胞内Ca 濃度上昇を観察して
おり、G への共役も推定される。このように、
GPR4 は多機能性のG蛋白質共役受容体である
と考えられる。なお、研究成果は 5.主な発表
論文［雑誌論文］の ⑪ Tobo M et al, Cell 
Signal. 19: 1745-1753 (2007) に報告した。 

i q

s

12/13

s 12/13

2+

q

  

4.(2).②.骨芽細胞におけるpH作用： 
骨量の変化は絶え間ない骨芽細胞による骨

スに形成と破骨細胞による骨吸収のバラン
よって調節されている。このバランスが崩れ
ると、例えば、破骨細胞機能が骨芽細胞機能
より相対的に強まると骨粗鬆症になる。この
骨リモデリングにおいて細胞外pHが骨吸収
に働くことが知られているがその機構は不
明である。我々は骨芽細胞においてプロトン
感知性GPCRが何らかの役割を担っている可
能性について解析した。細胞外pHを低下する
とヒト初代培養骨芽細胞においてシクロオ
キシゲナーゼ（COX）-2 発現、プロスタグラ
ンジンE2 (PGE2) 産生がおきる。この機構を
解析したところ、（1）細胞外pHの低下は、一
過性の細胞内Ca2+濃度の上昇と、イノシトー
ルリン酸の蓄積を引き起こすこと、（2）細胞
外pHの低下に伴うCOX-2 発現誘導とPGE2産生
はOGR1 受容体に対するsiRNAによって抑制さ
れること、(3) Gq/11、ホスホリパーゼC(PLC)、
プロテインキナーゼC(PKC)に対する阻害薬
処理によって細胞外pHの低下に伴うCOX-2 の

発現誘導が抑制されることを見出した。すな
わち、ヒト骨芽細胞における細胞外pH低下に
伴うCOX-2 の発現誘導とPGE2の産生は、OGR1/ 
Gq/11/PLC/PKC経路が活性化する結果と推定さ
れた。なお、研究成果は 5.主な発表論文［雑
誌論文］の ⑦ Tomura H et al,  J Bone 
Miner Res. 23:1129-1139 (2008) に報告し
た。 
4.(2).③.炎症反応とOGR1 ファミリ−：マクロ
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(LPS)はTNF-・、IL-6 産生などの炎症性サイ
トカイン産生を高める。このLPS応答は細胞
外pH低下によって抑制される。これらの細胞
ではTDAG8 が多く発現しており、現在、TDAG8
の関与を受容体欠損マウス由来のマクロフ
ァージを用いて解析している。 
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