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研究成果の概要（和文）：プロトン感知性受容体Ovarian cancer G protein-coupled receptor 1 (OGR1)は細胞外プロ
トンによって活性化される。OGR1ノックアウトマウスを用いて作成したアレルギー性喘息モデルでは野生型マウスと比
較して、気道への好酸球集積、気道過敏性亢進、気道上皮細胞の杯細胞化といった主要な徴候が抑制された。また、ヒ
ト気管支平滑筋細胞は細胞外酸性刺激によりConnective tissue growth factor (CTGF)を産生し、酸性条件下ではTran
sforming growth factor-beta刺激によるCTGF産生は著明に増強した。

研究成果の概要（英文）：Ovarian cancer G protein-coupled receptor 1 (OGR1) stimulation by extracellular pr
otons causes the activation of G proteins and subsequent cellular functions. We showed that OGR1-deficient
 mice are resistant to the cardinal features of asthma, including airway eosinophilia, airway hyperrespons
iveness, and goblet cell metaplasia in a murine allergic asthma model. On the other hand, acidic pH alone 
induced a substantial production of connective tissue growth factor (CTGF) and enhanced transforming growt
h factor-beta-induced CTGF mRNA and protein expression through OGR1 in human airway smooth muscle cells. O
ur results suggest that OGR1 plays an important role in the pathogenesis of allergic airway inflammtion an
d airway remodelling and OGR1 may be a therapeutic target of asthma.
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１．研究開始当初の背景 
 
細胞外酸性の慢性気道炎症へ及ぼす影響

に関して細胞レベルでの機能解析を行って
いる。血液の酸塩基平衡は厳格に pH 
7.35~7.45 に保たれているが、気道炎症巣では
細胞外環境が酸性へ傾くことが知られてお
り、気管支喘息患者の気道炎症局所では pH 
が 5.2 まで低下することが報告されている。
酸を感知するメカニズムとして知覚神経に
存在するカプサイシン感受性 TRPV1 イオン
チャンネル型受容体や ASIC (acid-sensing ion 
channel: 酸感受性イオンチャンネル) が知
られていた。近年、脂質をリガンドとすると
推定されていた三量体 G 蛋白質共役型受容
体(GPCR)が細胞外のプロトン(H+) を感知し、
活性化することが明らかにされてきた。現在
までにプロトン感知性受容体として Ovarian 
cancer G-protein-coupled receptor 1 (OGR1)、
GPR4、T cell death-associated gene 8 (TDAG8)、
G2A の 4 種類の受容体が同定されている。 
 
２．研究の目的 
 
ヒト気管支平滑筋細胞からのプロトン感知
性受容体OGR1を介するサイトカインや増殖
因子の産生機構を細胞レベルで解明すると
ともに、OGR1 ノックアウトマウスを用いて、
アレルギー性喘息モデルを解析し、アレルギ
ー性気道炎症、気道リモデリング、における
プロトンおよびOGR1の病態への関与を明ら
かにする。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 正常ヒト気管支平滑筋細胞（BSMC）から
のプロトン刺激によるConnective   tissue gr
owth factor (CTGF)産生の検討 

正常ヒト気管支平滑筋細胞 (BSMC) は1
0%FBS、Insulin、EGF、basic FGFを含むD-M
EM培養液中で培養する。12 well プレートで
培養したBSMCを0.1％ BSA含有D-MEMで16
時間incubationした後、pH7.4、6.3に調整した2
5 mM HEPES、27 mM NaHCO3、0.1％ BSA
含有D-MEMに交換し、所定時間培養し、培養
上清中の CTGFをELISAキットで測定する。
プロトン刺激によるCTGF産生のTime course
を検討する。プロトン単独刺激と同様に    
CTGFは BSMCをTGF-1で刺激した時にも
産生されるので、pH 7.4、6.3の培養液中で、
TGF-1刺激した時のCTGF産生を検討する。
BSMCからのプロトン刺激によるCTGFの  
mRNAレベルでの検討も併せて行う。6 cm  
dishで培養したBSMCをpH 7.4、6.3に調整し
た0.1％ BSA含有D-MEMで所定時間培養し、
細胞から RNAを抽出し、DNase処理、逆転
写反応後、TaqManプローブを用いた Real   

time PCR法でCTGFのmRNA発現を解析し、
標準とする  GAPDH mRNAの何倍発現し
ているのかを定量する。 
 
(2) BSMCからのプロトン刺激によるCTGF
産生におけるOGR1の関与 

OGR1のsiRNAまたはnon-targeting RNAを
RNAiMAXⓇを用いて導入し、3日後にpH 7.4
および pH6.3 に調整した 0.1 ％  BSA 含有
D-MEMで所定時間培養し、pH6.3の培養液中
で有意な増加が予想されるCTGFの蛋白レベ
ルおよび mRNA レベルでの発現が OGR1 
siRNAを導入した細胞で抑制されるか否かを
解析する。 
 
(3) マウスのアレルギー性喘息モデルの解析 
連携研究者の岡島教授の研究室で作成さ

れた OGR1 ノックアウトマウスを C57/B6 系
から BALB/c 系へ交配を繰り返し、系統変換
したマウスを使用する。野生型および OGR1
ノックアウトマウスに Ovalbumin (OVA) 10μg
と水酸化アルミニウム 1 mg を day 0、day 14
に腹腔内投与し、day 28、day 29、day 30 に 1% 
OVA/PBS を 3 日間吸入させる。最後の吸入の
48 時間後 (day 32) にメサコリン吸入による
気 道 反 応 性 を Buxco 社 の Whole body 
plethysmography を用いて Penh として測定す
る。また、気管支肺胞洗浄を施行し、総細胞
数、細胞分画を測定するとともに、病理組織
学的検討を行う。気管支肺胞洗浄液中の IL-4、
IL-5、IL-6、IL-13、IFN-、RANTES などを
Bio-Plex Suspension Array System を用いて測
定する。併せて血清中 Anti-OVA IgE 濃度を測
定し、野生型とノックアウトマウスで比較す
る。病理組織学的検討（炎症細胞浸潤、気道
上皮の杯細胞化）も併せて行う。 

 
４．研究成果 
 
(1) ヒト気管支平滑筋細胞(BSMC)における
細胞外酸性刺激による OGR1 を介する CTGF
産生 
BSMC を細胞外 pH6.3 で培養すると、8~24 時
間で有意な CTGF 産生がみられ、TGF-刺激
による CTGF 産生量は細胞外 pH7.4 の場合と
比較して、pH6.3 では約 3 倍に増加した。
OGR1 の刺激による CTGF 産生量は細胞外
pH7.4 の場合と比較して、pH6.3 では約 3 倍に 
増加した。OGR1 の発現を siRNA によってノ
ックダウンした BSMC ではプロトン刺激
（pH6.3 刺激）による CTGF の蛋白および
mRNA レベルでの増加が抑制された。また、
プロトン刺激による CTGF  mRNA 誘導およ
びCTGFの細胞上清への分泌は三量体G蛋白
質のなかの Gq 阻害薬 YM-254890 およびイ
ノシトール３リン酸(IP3)受容体受容体拮抗
薬 2-APB によって抑制された。以上の結果よ
り、細胞外酸性（プロトン）刺激によって
OGR1 を介して phopholipase C が活性化し、 



IP3 産生と細胞内 Ca 動員が惹起され、CTGF
産生に至るものと予想された。CTGF は気管
支喘息などの炎症性疾患の気道リモデリン
グに重要な役割を果たすものと予想され、炎
症性疾患で気道局所が酸性に傾くことは、気
道リモデリングを促進するものと思われる。 
 
(2) マウス喘息モデルの喘息病態発症におけ
る樹状細胞上の OGR1 発現の重要性 
①喘息モデルにおける野生型マウスと OGR1
ノックアウトマウスの比較 
OVA の感作によるマウスアレルギー性喘息
モデルを野生型マウスとOGR1ノックアウト
マウスで比較し、以下の所見が観察された。 
すなわち、野生型でみられた気道過敏性亢進
（気管内挿管による気道抵抗および無拘束
下での Penh による測定）がノックアウトマ
ウスではみられなかった。また、気道への炎
症細胞浸潤、気道上皮細胞の杯細胞化がノッ
クアウトマウスでは減弱した。野生型マウス
でみられた気管支肺胞洗浄液中の総細胞数、
リンパ球数、好酸球数の増加、IL-4、IL-5、IL-13
の増加がノックアウトマウスでは減弱した。
血液中の OVA 特異的 IgE の増加が野生型で
は確認されたが、ノックアウトマウスでは減
少した。 
②樹状細胞上の OGR1 の機能 
OGR１ノックアウトマウスの骨髄細胞から
IL-4、GM-CSF 存在下で培養した樹状細胞では、 
OGR1 の発現がないため、酸性刺激による細胞
内 Ca 増加が惹起されなかった。野生型マウ
スの骨髄から培養した樹状細胞を OVA で感
作し、野生型マウスの気管内へ移入すると、 
OVＡ吸入により、気道過敏性の亢進、気管支
肺胞洗浄液中の総細胞数、リンパ球数、好酸
球数の増加が観察されたが、ノックアウトマ
ウス由来樹状細胞を OVA 感作後、野生型マ
ウスへ移入した場合には、いずれも減弱した。
また、蛍光標識した樹状細胞を気管内へ移入
し、気管支周囲リンパ節への遊走能を検討す
ると、ノックアウトマウス由来樹状細胞を
OVA で感作しても、野生型マウス由来樹状細
胞を OVA で感作した場合に比べて、リンパ
節への遊走能が低下していた。この理由とし
て樹状細胞上 CCR7 の OVA 感作後の発現誘
導がOGR1ノックアウト樹状細胞では野生型
樹状細胞と比べ減弱しており、CCL19 や
CCL21 によるケモタキシスの低下が観察さ
れた。 
 以上の結果より、樹状細胞上の OGR1 がア
レルギー性喘息発症に重要な役割を果たす
ことが予想される。 
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