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研究成果の概要（和文）：本研究は、骨細胞による骨代謝制御に細胞外酸性化が与える影響を分子レベルで明ら
かにすることで、細胞外酸性化が骨代謝にどのような影響を与えるかを解明することを目的としている。我々
は、骨細胞によるスクレロスチンとOPGの発現・分泌が細胞外酸性化で促進されることを発見した。骨細胞の細
胞外酸性化受容機構の解明に関して、細胞外酸性化の受容体としてGPR68/OGR1の可能性が高いと考えられるた
め、GPR68/OGR1を遮断することで骨代謝制御を行うことができるのではないかと考えられた。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to clarify how extracellular acidification 
affects bone metabolism by clarifying the effect of extracellular acidification on bone metabolism 
control by bone cells at the molecular level. We found that the expression and secretion of 
sclerostin and OPG by bone cells is promoted by extracellular acidification. Regarding the 
elucidation of the mechanism of extracellular acidification reception in bone cells, it is highly 
likely that GPR68/OGR1 is a receptor for extracellular acidification, and therefore it is thought 
that bone metabolism can be controlled by blocking GPR68/OGR1.

研究分野： 骨代謝

キーワード： 骨細胞　骨代謝　細胞外酸性化　骨のリモデリング

  １版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
骨細胞を酸性下に培養することで骨形成を抑制するスクレロスチンの発現が増加することが発見された。骨細胞
の細胞外酸性化の受容体として、GPR68/OGR1の可能性が高いことが示唆されている。酸性環境下での骨代謝回転
の制御を理解することは、がんの骨転移をはじめとする病的酸性化を生じる骨疾患に対する治療に有用な情報を
もたらすことが期待され、臨床的意義は非常に大きい。

※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、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１． 研究開始当初の背景 
(1) 骨細胞の機能の解明は重要である 
破骨細胞による骨吸収と骨芽細胞による骨形成を繰り返す、骨のリモデリングにより骨は形

と強度を維持している。一方、骨細胞は骨基質 1mm3 あたり数万個存在すると言われている。骨
を構成する細胞の 90%を占め、骨では最も数が多い細胞である。近年、骨細胞の機能が次第に
明らかになってきた。骨細胞は破骨細胞分化を誘導するRANKLを細胞膜上に発現する一方で、
破骨細胞を抑制するオステオプロテゲリン（OPG）を分泌する。また、骨芽細胞分化を抑制する
スクレロスチンを分泌する。このように骨細胞は骨のリモデリングに重要な役割を担っている。 
 
(2) 酸性環境への暴露による骨代謝回転への影響を解明することは重要である 
生体内にはさまざまな要因で酸性状態が起こり得る。例えば、炎症やがん細胞の Warburg 効

果による乳酸産生亢進などの病的酸性化、破骨細胞によるプロトン放出による生理的な酸性化
などがあげられる。現在、悪性腫瘍の骨転移は非常に大きな問題となっている。報告者は、臨床
現場において、癌の骨転移の治療後の外科処置による顎骨壊死の症例に遭遇し、根本的に骨転移
が生じた場合の骨代謝メカニズムに対して疑問を感じていた。 

 
(3) 骨細胞の酸性条件下での機能は解明されていない 
骨細胞は、骨芽細胞が分化し、骨芽細胞が生成した骨基質内に存在する。深部に行くにつれて、

低酸素になるが、表層に近い骨細胞はある程度の酸素が存在するのではないかと考え、酸素のあ
る条件で培養していた。骨細胞は低酸素環境に存在するという考えが広まっているが、酸素環境
に存在するという考えは少ない。低酸素は、乳酸アシドーシスの原因となる。また、細胞外液の
交換が十分でない場合、重炭酸イオンと水素イオンの除去が不十分になるため、環境が酸性化し
やすい。さらに、がんの骨転移や炎症による骨髄炎など、様々な要因で、骨細胞が酸性環境に暴
露されることは多くあると考えられる。 

 
(4) 骨細胞を酸性条件下で培養すると骨代謝回転は抑制される 
 我々は、マウス骨細胞である Ocy454 細胞を酸性環境にて培養することで、骨芽細胞分化を抑
制するスクレロスチンの分泌を促進し、破骨細胞分化を抑制するオステオプロテゲリン（OPG）
の分泌も促進することを発見した。これは、遺伝子レベルでも確認することができた。破骨細胞
分化を促進する RANKL タンパク質は pH の低下で増加したが、遺伝子レベルでは確認できな
かった。糖尿病や悪性腫瘍は、L-乳酸産生により体内を酸性化する。乳酸の細胞内取り込みと細
胞膜乳酸受容体であるL-乳酸に特異性が高いが、D体とL体で同様の作用が見られたことから、
細胞外酸性化が上記の作用を発揮したと考えられる。 

 
(5) GPR68/OGR1 は骨細胞の骨代謝回転の起点となりうる 
これまでの研究から骨細胞の細胞外酸性化の受容体として、GPR68/OGR1 の可能性が高いこ

とが考えられる(Marie GL et al.: Nature 425:93–98, 2003, Nancy S et al.: Kidney Int 89:565–
573, 2016)。そこで、骨細胞の細胞外酸性化受容体の解明を目指して、Ocy454 細胞で
GPR68/OGR1 の発現を抑制し、スクレロスチンと OPG の発現・分泌の変化を観察した。 
 
２． 研究の目的 
生体レベルで生じる酸性化は、病的酸性化と生理的酸性化がある。酸性化が骨代謝に与える影

響を検証することは、がんの骨転移をはじめとする病的酸性化を伴う骨疾患に対する治療に有
用な情報をもたらす。我々が発見した、酸性化による骨細胞を介した骨代謝回転制御のメカニズ
ムを解明することは、生体内で生じる酸性環境下での骨代謝回転の制御を理解することにつな
がる。 

 
３． 研究の方法 
 我々は、マウス骨細胞である Ocy454 細胞を酸性環境にて培養することで、骨芽細胞分化を抑
制するスクレロスチンの分泌を促進し、破骨細胞分化を抑制する OPG の分泌も促進することを
発見した(Ikezaki-Amada K et al., Biochem Biophys Res Commun 597:44-51, 2022)。これらよ
りスクレロスチンの分泌メカニズムを解明するために以下の研究を計画した。 
(1) スクレロスチン遺伝子(Sost)の発現は転写因子 MEF2 によって誘導される。この MEF2 に
よる転写は、HDAC5 によって抑制されることから、マウス骨細胞株 Ocy454 細胞を酸性条件で
ある pH6.2 と中性条件である pH7.4 の培地で 48 時間培養を行い、HDAC5 のタンパク質同定
を蛍光免疫染色と western blotting にて解析した。 
 
(2) HDAC5 はカルモジュリン依存性キナーゼⅡ(CaMKⅡ)によってリン酸化されることで核外
へ移行する。CaMKⅡは細胞内カルシウムの上昇によって活性化される。そこで、カルシウムの



蛍光プローブを取り込ませた OCY454 細胞の培地の pH を 7.4 あるいは 6.2 にし、経時的に蛍
光強度を測定した。さらに、カルモジュリン依存性キナーゼⅡの阻害剤 KN-62 にて Sost の発
現を確認した。 
 
(3) マウス骨細胞株 Ocy45 細胞へ GPR68/OGR1 shRNA を導入する。GPR68/OGR1 shRNA を
導入された Ocy454 を pH6.2 と pH7.4 の培地で培養し、その Ocy454 細胞を抗 GPR68/OGR1
抗体でマウスの骨組織を骨細胞マーカー抗体と抗 GPR68/OGR1 抗体で二重免疫染色
GPR68/OGR1 を解析した。さらに、Ocy454 細胞への GPR68/OGR1 shRNA の導入、
GPR68/OGR1 遺伝子欠損マウスを導入し、細胞の単離、GPR68/OGR1 に対する既知のアゴニ
スト・アンタゴニスト(CuCl2)の利用などの実験系を用いて、酸性化によるスクレロスチンと
OPG の発現及び分泌に与える影響を解析した。 
 
４．研究成果 
(1) Ocy454 細胞の核内 HDAC5 を蛍光免疫染色した結果、pH6.2 で培養した Ocy454 細胞の
HDAC5 が減少した。また、western blot より pH6.2 で培養した Ocy454 細胞の核内 HDAC5
が減少したことを確認した。これは、細胞外酸性化により核内の HDAC5 の核外移行を誘導し
たことが示唆される。 
 
(2) Ocy454 細胞のカルシウムイオン濃度を経時的に測定したところ、pH7.4 に比較して pH6.2
で培養した Ocy454 細胞の核内のカルシウムイオン濃度は上昇した。また、KN-62 を添加した
場合、pH6.2 における Ocy454 細胞の Sost の発現は低下させた。 
 
(3) マウス骨細胞株 Ocy454 細胞への GPR68/OGR1 shRNA の導入により、骨細胞の分化前後
での骨細胞マーカーの発現状態に違いが生じた。 
また、GPR68/OGR1 に対する既知のアンタゴニスト(CuCl2)添加培地にて Ocy454 細胞を pH6.2
と pH7.4 の培地で培養したところ、CuCl2 はスクレロスチンの発現を抑制した。これらの結果
は、骨細胞が GPR68/OGR1 で細胞外 pH の変化を受容し、骨代謝調節を行っていることを示唆
する。 
 
 以上の結果より、細胞外酸性化によるスクレロスチンの上昇メカニズムは下記のようなメカ
ニズムを考えられる。細胞外 pH の低下が GPR68 などの受容体を介して細胞内カルシウムを上
昇させ、カルモジュリン依存性キナーゼⅡが活性化することで、HDAC5 のリン酸化と核外輸送
が起こり、Sost 遺伝子の転写が誘導され、スクレロスチンの分泌が増えたことが示唆される（図）。 
 
 
 
 
 
 

図．骨細胞によるスクレロスチン産生の酸性化による促進機構 
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