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研究成果の概要（和文）：細胞外 pH 変化によって機能変化が知られている炎症、血管、骨代謝
を中心に、これらの機能制御におけるプロトン感知性受容体の役割とその作用機構に関して解
析した。その結果、プロトン感知性受容体の中で TDAG8 は Gs/cAMP 系を介してマクロファージ
における炎症性サイトカイン産生抑制や好中球の O2

-産生抑制に、また、OGR1 が血管平滑筋細
胞の COX-2 発現制御や骨代謝に重要な役割をはたしていることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：The roles of proton-sensing GPCRs in inflammation, vascular biology, 
and bone remodeling in response to extracellular pH change were investigated. Our results 
suggested that TDAG8/Gs/cAMP is involved in the inhibition of inflammatory cytokine 
production and superoxide anion production in macrophages and neutrophils and OGR1 is 
in the stimulation of COX-2 expression in smooth muscle cells and osteoblast cells. 
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１．研究開始当初の背景 
従来、細胞外 pH を感知する機構としてはカ
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介した痛覚、味覚応答などが知られている。
このようなイオノトロピックな応答は知覚
神経を経て中枢に伝達される。一方で、細胞
外の pH 変化は神経応答とは無縁な種々の細
胞機能も変化させることが広く認められて
いるが、その詳細なメカニズムは不明である。
OGR1 受容体ファミリーに分類されるリゾ脂
質性シグナル分子 G蛋白質共役受容体(GPCR)
（OGR1, GPR4, TDAG8, G2A）は当初スフィン
ゴシルホスホリルコリンなどのリゾ脂質の
受容体として同定されたが、細胞外プロトン
感知機構、即ち pH センサー機能など従来の
GPCR にはない新しい機能が存在することが
我々を含む国内外のグループで明らかにさ
れてきた。受容体の遺伝子改変実験から受容
体のヒスチジン残基が細胞外 pH のわずかな
変化を感知し、種々のＧ蛋白を介して細胞内
にシグナルを伝えること、また、これらの受
容体は pH 7.4 で存在する 40 nM のプロトン
で十分活性化され通常の状態下ですでに活
性化していることが推定された。このように、
OGR1 受容体ファミリーは実体が不明であっ
たメタボトロピックなプロトンセンサーと
して機能していると推定される。しかし、こ
れらの研究は受容体を過剰に発現した細胞
での解析が中心であり、内在性に受容体を発
現した細胞での解析は我々が行ったヒト血
管平滑筋細胞、骨芽細胞における OGR1 受容
体のプロスタグランジン産生制御など、その
例は非常に限られている。細胞外 pH 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あ
る。また、アシドーシスによる個体レベルで
の応答変化も数多く報告されているが、その
詳細な機構は不明である。 
 
２．研究の目的 
我々は最近、プロトン感知性受容体欠損マウ
スの作成に成功した。そこで、本研究では細
胞外 pH 変化によって機能変化が知られてい
る炎症、血管、骨代謝を中心に、これらの機
能制御におけるプロトン感知性受容体の役
割とその作用機構に関して解析する。 
 
３．研究の方法 
マクロファージ、好中球は既知の方法にて調
製した。ヒト血管平滑筋細胞は市販品を用い
た。炎症性サイトカインをはじめアッサイ方
法、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］にリストした中で、特に、
10、15、17)を参照 願いたい。 
 
４．研究成果 
4.1. 炎症機能とプロトン感知性受容体 

4.1.1  マクロファージにおける細胞外 pH
低下による炎症性サイトカイン産生抑制と
TDAG8 
 
マクロファージにおいて炎症性サイトカイ
ン分泌は細胞外 pH の低下で抑制されるがそ
の機構は不明である。マウスマクロファージ
を用い、リポポリサッカライド(LPS)、ポリ
（I：C）などの TLR4、TLR3 のアゴニストに
よる TNF-a、IL-6 産生とそのサイトカイン産
生に対する細胞外 pH 低下による抑制効果を
調べた。その結果(1)マウスマクロファージ
にリポポリサッカライド(LPS)（TLR4 アゴニ
スト）を作用させると TNF-a、IL-6 産生が増
加するが、この応答は細胞外 pH 低下によっ
て抑制される。これらの細胞ではプロトン感
知性受容体の中では TDAG8、OGR1 が多く発現
している。そこで、TDAG8 受容体欠損マウス
由来の細胞で同様の実験を行ったところ、細
胞外 pH 低下による応答抑制は TDAG8 欠損マ
ウス由来のマクロファージでは作用が抑制
された。（2）TDAG8 の過剰発現細胞を用いた
解析では細胞外 pH 低下は Gs を介し、アデニ
ル酸シクラーゼ/cAMP 系を活性化する。そこ
で、cAMP 誘導体、cAMP ホスホジエステラー
ゼ阻害薬、アデニル酸シクラーゼを活性化す
るアゴニスト（プロスタグランジン、b−アド
レナリンアゴニストなど）などでも同様にサ
イトカイン産生が抑制されるかどうかを調
べたところ、cAMP 増加がこの抑制作用を仲介
していることが判明した。（3）Gsa に対する
siRNA、プロテインキナーゼ A(PKA)阻害薬 H89
でも作用が抑制された。また、PKA に作用す
る cAMP 誘導体では細胞外 pH低下と同様に炎
症性サイトカイン産生を抑制したが、Epac に
作用する cAMP 誘導体では抑制効果が観察さ
れなかった。 

これらの結果から、細胞外 pH 低下による
炎 症 性 サ イ ト カ イ ン 産 生 抑 制 は
TDAG8/Gs/cAMP/PKA を介していると推定され
た。研究成果は J Immunol (2009)に発表した。 
 
4.1.2  好中球における細胞外 pH 低下によ
るスーパーオキシド（O2

-）産生抑制と TDAG8 
 
好中球では細胞外 pH 低下は O2

-産生を抑制す
る。そこで、ヒト由来好中球や好中球に分化
した HL60 細胞を用いてそのメカニズムを解
析した。その結果、(1)好中球を化学走化性
因子である fMLP や補体成分の C5a で処理す
ると O2

-産生が亢進するが、酸性 pH 低下はこ
の応答を抑制する。しかし、プロテインキナ
ーゼ C の活性化薬である PMA と Ca イオノフ
ォアによる応答には無効である。(2)好中球
でもプロトン感知性受容体の中では TDAG8 
mRNA が著明に発現している。pH 低下による
O2

-産生抑制にはcAMP産生増加が伴っていた。



(3)酸性pHによるO2
-産生抑制作用はPKAの阻

害薬である H89 で一部解除された。これらの
結果は、細胞外 pH 低下は TDAG8/cAMP/PKA を
介して O2

-産生を抑制していることを示唆し
ている。これらの研究成果は Murata N et al, 
Cell Immunol（2009）に発表した。 
 
4.2. 血管機能と OGR1 ファミリ− 
 
動脈硬化症の部位では炎症の進展のために
細胞外 pH の低下、また、酸化 LDL の蓄積が
報告されている。この酸化 LDL にはリゾホス
ファチジン酸（LPA）などの生理活性脂質分
子が含まれている。そこで、ヒト血管平滑筋
細胞を用いて、平滑筋細胞の増殖（DNA 合成）
や機能に関わることが予想されるシクロオ
キシゲナーゼ（COX）-2 発現、プロスタグラ
ンジン（PG）I2 産生、MAPK phosphatase -1 
(MKP-1) 発 現 、 plasminogen activator 
inhibitor-1 (PAI-1)発現を指標に細胞外 pH
低下あるいは LPA による効果を調べた。その
結果、以下の結果を得た。(1)特異的な抗体
はないため、mRNA で受容体の発現を評価した。
血管平滑筋細胞には OGR1 が主要なプロトン
感知性受容体として、一方、LPA 受容体では
LPA1 が発現していた。他のプロトン感知性受
容体 mRNA、LPA 受容体 mRNA は検出されなか
った。(2)OGR1 や LPA1 受容体の関与を調べる
ため siRNAによって受容体をノックダウンし
て解析した。その結果、COX-2 発現、PGI2 産
生、MKP-1発現は細胞外pH低下で活性化され、
LPAは細胞外pH低下による効果を相乗的に増
強した。これらの pH 低下作用は OGR1 のノッ
クダウンで抑制された。一方、DNA 合成は酸
性 pH で低下、PAI-1 発現は酸性 pH で活性化
したが、これらの pH 効果は OGR1 のノックダ
ウンで影響をうけなかった。 

このように、血管平滑筋細胞において細胞
外 pH 低下は様々な作用を引き起こすが、
COX-2 発現、PGI2 産生、MKP-1 発現のように
OGR1 を介しているもの、DNA 合成抑制、PAI-1
発現のように OGR1 を介さない pH効果の存在
も示唆された。興味あることに、OGR1 を介し
ているものは LPA1 受容体とのクロストーク
により、更に活性化されることがわかった。
COX-2 発現、PGI2 産生、MKP-1 発現は血管平
滑筋細胞を弛緩させ、また、細胞増殖に対し
て抑制的に機能することが予想され、いずれ
も抗動脈硬化性の作用である。従来、LPA は
動脈硬化に対しては増悪因子として考えら
れてきたが、酸性性下においては抗動脈硬化
性の作用も発揮できることが示唆された。今
後、さらに詳細なメカニズムを調べることで
動脈硬化症に対する新たな治療戦略の構築
が可能となることが期待される。これらの研
究成果は Am J Physiol (2010)に発表した。 
 

4.3.骨代謝とプロトン感知性受容体 
 
骨量の変化は絶え間ない骨芽細胞による骨
形成と破骨細胞による骨吸収のバランスに
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。そこで、プロトン感知性 GPCR の
関与を調べた。マウス頭蓋から骨芽細胞、骨
髄から破骨細胞を分化させる際に細胞外 pH
を変化させてその影響を調べたが、現時点で
は、著明な効果を得るに至っていない。一方、
個体レベルで骨密度を測定したが、OGR1 欠損
マウスで野生型マウスに比較して有意な骨
密度の増加が観察された。今後、骨形態計測
をおこない、破骨細胞の変化なのか、骨芽細
胞の変化なのかを明らかにする必要がある
が、OGR1 が骨粗鬆症の創薬標的になると考え
られ、今後、さらに解析する必要がある。研
究成果は「細胞外プロトンをリガンドとする
G タンパク質共役受容体の骨リモデリングに
おける役割」というタイトルで第８２回日本
内分泌学会学術総会（平成２１年４月２３〜
２５日、群馬県民会館）で発表した。 
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