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研究成果の概要（和文）：リポポリサッカライド(LPS)誘導性の炎症性サイトカインの産生制御におけるプロトン感知
性受容体の役割について解析した。腹腔内のLPSの投与はTNF-α産生を高めた。この炎症性サイトカイン産生はTDAG8や
GPR4欠損により増強する傾向にあったが、有意な差としては確認されなかった。腹腔内マクロファージを細胞外pHが酸
性状態でインキュベートすると、LPSによるTNF-αのタンパク産生、mRNA発現が抑制される。我々の解析結果は、酸性p
Hによる炎症性サイトカイン産生抑制の少なくとも一部はTDAG8/cAMP/PKAを介していることを示した。

研究成果の概要（英文）：The role of proton-sensing GPCRs in the regulation of lipopolysaccharide(LPS)-indu
ced inflammatory cytokine production was investigated. In vivo injection of LPS into mice resulted in the 
remarkable accumulation of TNF-alpha. The LPS-induced action tends to be enhanced in the mice deficient in
 TDAG8 or GPR4; however, the effects of receptor deficiency were not significant. Extracellular acidificat
ion inhibited LPS-induced TNF-alpha protein and mRNA production in mouse peritoneal macrophages in vitro. 
Our results suggest that acidic pH inhibits inflammatory cytokine production at least partly through TDAG8
/cAMP/PKA pathways in mouse macrophages.
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１. 研究開始当初の背景 
内視鏡を用いた外科手術は低侵襲性のため、
疼痛の軽減、出血量の軽減が期待され、現在
では胆嚢摘出をはじめ、大腸癌、早期胃癌、
子宮筋腫、子宮内膜症など外科、産婦人科領
域で頻繁に用いられている。この内視鏡を用
いた外科手術は、円滑な手術の遂行のために、
通常気腹とよばれる二酸化炭素で腹部を膨ら
ませた状態で行われている。この二酸化炭素
気腹は肺や心臓、静脈の圧迫による無気肺、
血栓症などの合併症を生じるデメリットがあ
る反面、手術時の炎症性サイトカインの産生
を抑制することから、内視鏡手術後の疼痛の
軽減、回復に積極的に関わっていることが、
米国の Talamini 等のグループによって報告
されている。しかし、この二酸化炭素気腹法
がどのような機構で炎症性サイトカイン産生
を抑制するのかは不明である。OGR1 受容体フ
ァミリーに分類される G 蛋白質共役受容体
（OGR1、GPR4、TDAG8、G2A）は、当初リゾ脂
質性のシグナル分子の受容体として同定され
てきたが、我々を含む国内外のグループによ
って、細胞外プロトン感知機構、すなわち pH
センサー機能など従来の G 蛋白質共役受容体
（GPCR）にはない新しい機能が存在すること
が明らかにされてきた。炎症性サイトカイン
の産生は、主にマクロファージから分泌され
ることから、腹腔内マクロファージに発現す
るプロトン感知性受容体が細胞外 pH を感知
して、炎症性サイトカインの分泌を制御して
いることが考えられた。 
 
２. 研究の目的 
本研究では、二酸化炭素気腹時に予想される
細胞外 pH 低下が、プロトン感知性受容体を介
して炎症性サイトカイン産生を抑制するとい
う仮説の実証をめざした。実際、酸性 pH はリ
ポポリサッカライド（LPS）による炎症性サイ
トカイン産生を抑制すること、そのファミリ
ー受容体の一つである TDAG8 受容体が欠損し
たマクロファージでは、この酸性 pH 効果が減
弱しているという結果を既に得ている。しか
し、この TDAG8 依存性、非依存性の炎症性サ
イトカイン産生の抑制機構は不明であった。 
 
３. 研究の方法 
個体レベルの実験では、LPS をマウスの腹腔
内に投与して一定時間後に採血を行い、炎症
性サイトカイン濃度を測定した。同様な実験
をTDAG8ならびにGPR4欠損マウスでも行った。

細胞レベルの実験では、マウス腹腔内にチオ
グリコレート刺激を行い、4 日後に浸潤して
きた細胞をマクロファージとして使用した。
LPS などの炎症性サイトカイン産生刺激の存
在下で細胞外 pH を変化させ、マクロファージ
による TNF-αやインターロイキン 6(IL-6)産
生を ELISA法で測定した。同様な実験をTDAG8
ならびに OGR1 欠損マウス由来のマクロファ
ージを用いて行った。さらに G2A の関与につ
いては、siRNA によるノックダウン法を用い
て行った。 
 
４. 研究成果 
(1) 敗血症モデルにおけるプロトン感知性
受容体の役割 
LPS をマウス腹腔内に投与すると、TNF-αや
IL-6などの炎症性サイトカイン産生が亢進し、
LPS の投与量が多くなると多臓器不全によっ
て死亡する。LPS 投与量に応じて血中の炎症
性サイトカイン濃度が上昇した。TDAG8 欠損
マウスについても野生型マウスと同様に LPS
投与による血中の炎症性サイトカイン濃度の
測定とマウスの生存を観察した。その結果、
TDAG8 欠損マウスでは血中の炎症性サイトカ
イン濃度が高い傾向がみられたが、有意な変
化としては確認されなかった。同様に GPR4 欠
損マウスについても LPS 投与の実験を行った。
この際にも、GPR4 欠損マウスで炎症性サイト
カイン濃度が高い傾向がみられたが、有意な
変化としては確認できなかった。今後、さら
に例数をふやし、その点を明らかにしたいと
思う。一方で個体差が大きく、投与法の改善
などの必要性があるかもしれない。 
 
(2) 細胞レベルの炎症性サイトカイン産生
抑制機構 
① マウスマクロファージを LPS（トールライ
ク受容体 TLR4 アゴニスト）、あるいは
polyinosinic-polycytidic acid (poly 
(I:C))（トールライク受容体 TLR3 アゴニスト）
で処理すると、TNF-αや IL-6 などの炎症性サ
イトカインが産生される。この応答は細胞外
pH を低下させると抑制される。この pH 低下
による応答抑制は mRNA レベルでも確認され
ている。そこで、同様の実験を TDAG8 欠損マ
ウス由来のマクロファージで行ったところ、
著明な減弱が観察された。しかし、pH低下に
よる効果はすべて TDAG8 欠損で消失すること
はなく、TDAG8 非依存性の作用の存在が示唆
された。 



② TDAG8 は、通常 Gs/cAMP 系に連関している
ことが知られている。実際、TDAG8 受容体刺
激では cAMP が上昇すること、また cAMP を上
昇させるプロスタグランジンやβ−アドレナ
リンアゴニスト、cAMP 誘導体が LPS によるサ
イトカイン産生を抑制する。そこで、Gs に対
する siRNA によるノックダウン法、A キナー
ゼ阻害薬である H89 などを用いて解析したと
ころ、pH 応答が抑制された。したがって、酸
性 pH は TDAG8/Gs/アデニル酸シクラーゼ
/cAMP/A キナーゼを介していることが証明さ
れた。 
③ トールライク受容体 TLR4、TLR3 受容体刺
激による炎症性サイトカインの産生には、
NF-kB、AP-1などの転写因子が関与している。
そこで、これらの転写因子活性化の上流のシ
グナル伝達系である Ik-B のリン酸化、プロテ
オリシスによる蛋白分解、ERK リン酸化、
p38MAPキナーゼのリン酸化などをウェスタン
ブロッティング法で追跡した。しかし、LPS
でこれらの活性化は確認されたが、酸性 pH に
よる有意な効果は観察されなかった。従って、
酸性 pH はこれらの経路とは異なる経路を修
飾していることが推定された。 
④ マクロファージでは TDAG8 に加え OGR1、
G2A を著明に発現しているため、OGR1 欠損マ
ウス由来のマクロファージ、G2A を siRNA で
ノックダウンさせた細胞でも解析した。しか
し、OGR1 欠損や G2A ノックダウンの効果は観
察されなかった。したがって、これらのプロ
トン感知性受容体の関与は否定的である。 
⑤ PI3キナーゼの阻害薬であるワートマンニ
ンを投与すると、TDAG8 欠損で観察される酸
性 pH による炎症性サイトカイン産生抑制が
消失する傾向が認められた。したがって、PI3
キナーゼが TDAG8 非依存性の抑制に何らかの
役割りを発揮していることが推定された。 
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