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研究成果の概要（和文）：脳梗塞の原因となる脳虚血では低酸素と弱酸性化が伴うことが知られている。また、脳虚血
後の病態制御にはミクログリアや炎症性サイトカインの関与が示唆されている。脳神経系の細胞にもプロトン感知性の
OGR1ファミリーGタンパク質共役受容体（OGR1、GPR4、TDAG8、pH 8.0～6.0）が発現しているが、それらの役割は依然
不明である。本課題の成果として、ミクログリアにおけるTDAG8の抗炎症性作用と神経系の株細胞におけるOGR1の神経
型NOS /cGMP蓄積など機能制御が推測された。このように、脳虚血時のプロトン感知性受容体を介した新しい調節機構
が予想され、創薬の可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：OGR1 family G-protein coupled receptors (GPCR), including OGR1, GPR4, and TDAG8, 
sense extracellular pH of 8.0-6.0, resulting in the activation of intracellular signaling pathways. 
Extracellular acidic pH of 6.8-6.1 has been shown to take place with ischemia and neurodegenerative. 
However, the mechanisms underlying acidic pH-induced actions are poorly understood. This study has 
especially focused on the roles of proton-sensing GPCR in mouse microglia and neuronal cells in acidic pH 
cultured medium. Our results suggested that acidic pH inhibits lipopolysaccaride-induced IL-1β 
production through the TDAG8/cAMP pathway in microglia, and stimulates neuronal NO synthase-mediated cGMP 
accumulation via OGR1/Ca2+ pathway in N1E115 cells. Thus, the elucidation of the molecular targets for 
acidic pH actions may provide therapeutic targets of neurodegenerative disorders such as ischemic stroke.

研究分野： 生化学
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１．研究開始当初の背景	 
（１）炎症部位では pH が酸性に傾くこと、
細胞外 pH の低下が多くの炎症細胞や免疫系
の細胞の機能に影響を与えることが知られ
ている。ミクログリアやアストロサイトは脳
内の免疫防御を担っている。しかし、細胞外
pH 低下と脳内炎症メカニズムや神経の細胞
死を伴う病態（脳虚血・梗塞）との関連性は
不明である。OGR1、GPR4、TDAG8、G2A は種々
の細胞内情報伝達系を活性化するプロトン
感知性（pH	 8.0〜6.0）の G 蛋白共役型受容
体（GPCR）である。プロトン感知性 GPCR は
生理活性脂質の GPCR 研究から派生して同定
されてきた。私達もグリオーシスにおける生
理活性脂質作用の研究過程で、プロトン感知
性 GPCR を介した細胞応答を観察していた。
実際、脳神経系の細胞に複数のプロトン感知
性 GPCR の発現が認められている。	 
	 
（２）私達は、気道平滑筋で pH 低下による
OGR1 を介したインターロイキン-6	 の産生が
高まること報告した（炎症作用）。また、プ
ロトン感知性受容体欠損マウス由来のマク
ロファージを用い、細胞外 pH 低下によるに
TDAG8 が関与していることを発見した（抗炎
症作用）。マクロファージやミクログリアを
細菌成分（LPS）で処理すると TLR を介した
炎症性サイトカイン産生が誘導される。私は、
弱酸性条件下でミクログリアを処理すると、
細胞外への IL-1β産生が抑制されることを
予備的に見出していた。このように、プロト
ン感知性受容体が炎症制御に深く関わって
いると予想された。これらを踏まえて、プロ
トン感知性 GPCR が、脳虚血や梗塞と関連し
たミクログリアの活性制御や神経の細胞死、
神経機能に影響を与えている可能性を推定
した。	 
	 
２．研究の目的	 
中枢神経系の pH 変化は神経機能に重篤な影
響を及ぼすと考えられるが、そのメカニズム
は依然不明である。本研究では、マウスの両
側総頚動脈の狭窄を行う前脳虚血モデルを
用いて中枢での酸性ストレスに対するプロ
トン感知性 GPCR の役割を探索した。また、
プロトン感知性 GPCR が脳虚血や梗塞と関連
したミクログリアの活性化（インフラマゾー
ム活性制御を含む）に関与しているのか、神
経の細胞死や神経機能にどのような影響を
与えるのか明らかにするため細胞レベルで
解析を試みた。	 
	 
３．研究の方法	 
（１）生体での酸性ストレスに対するプロト
ン感知性 GPCR の役割を探索した。①前脳組
織におけるプロトン感知性 GPCR サブタイプ
の発現を RT-qPCR で調べた。②前脳虚血手術
（両側総頚動脈の狭窄）を施した後、神経細
胞の細胞死など障害の状況を調べた。また、
ミクログリアの活性化の検出を試みるため、

細胞特異的なマーカーにて染色を行った。さ
らに、炎症性サイトカイン（TNF-α、IL-1β
など）の発現解析を行い、生体におけるプロ
トン感知性 GPCR の役割を調べた。	 
	 
（２）ミクログリアの炎症性サイトカイン産
生における pH 感知性 GPCR の関与を以下のよ
うに解析した。①ミクログリアや関連した細
胞株におけるプロトン感知性 GPCR サブタイ
プの発現を RT-qPCR で調べた。②ミクログリ
アにおいて LPS による炎症性サイトカイン
（IL-1β や TNF-αなど）産生応答が見られ
るので、細胞外酸性 pH の影響を調べた。ま
た、酸性条件下での炎症性サイトカインの発
現、産生応答にいたる細胞内シグナル伝達経
路に特異的な阻害剤を用いて解析した。	 
	 
（３）神経細胞に及ぼす酸性ストレスの直接
的な影響とその細胞内シグナル機構の解析
を行った。①大脳皮質から調整した神経細胞
や関連した細胞株におけるプロトン感知性
GPCR サブタイプの発現を RT-qPCR で調べた。
②マウス胎仔から調製した神経細胞や受容
体の発現プロファイルが似ている神経腫細
胞株を用い、低 pH による細胞ダメージなど
影響を調べた。OGR1 は Ca2+動員を引き起こ
すので、酸性条件下での Ca2+動員や PI3K シ
グナルを介した応答の細胞内シグナル伝達
経路を解析した。GPR4 は Rho シグナル経路に
連携するので、細胞の形態への影響や細胞の
保護作用ついても解析を試みた。	 
	 
４．研究成果	 
（１）生体での酸性ストレスに対するプロト
ン感知性 GPCR の役割を探索：	 
RT-qPCR で前脳組織におけるプロトン感知性
GPCR サブタイプを調べ、OGR1、GPR4 と TDAG8
の発現を検出した。両側総頚動脈の狭窄を施
したマウス大脳の炎症性サイトカイン（TNF-
α,	 IL-1β）の発現を解析したところ、野生
型マウスに比べ TDAG8 欠損マウスにおける発
現が高い傾向であった。このように、TDAG8
は中枢神経系の炎症性サイトカイン産生制
御において抑制的に関与している可能性が
考えられた。	 
	 
（２）ミクログリアの炎症性サイトカイン産
生における pH 感知性 GPCR の関与：	 
マウスのミクログリアを調整して細胞外酸
性 pH 応答の作用を調べたところ、酸性 pH は
LPS による炎症性サイトカイン（IL-1β）産
生を抑制した。この応答は TDAG8 欠損マウス
由来のマイクログリアでは有意に解除され
た。また、細胞外 pH 低下には、細胞内 cAMP
の蓄積が伴っており、TDAG8 遺伝子の欠損し
たミクログリアの場合、細胞外 pH による細
胞内 cAMP の蓄積はほぼ消失していた。PKA や
MAPK に対する特異的阻害剤を用いた実験か
ら、細胞外酸性 pH による抑制作用の一部に
TDAG8/アデニル酸シクラーゼ/cAMP/プロテ



 

 

インキナーゼ A 系を介する MAPK 活性制御機
構の関与が示唆された（図 1）。このように、
弱酸性 pH は中枢神経系で抗炎症性の保護作
用として機能していると推測さられた。	 
	 

	 
（３）神経細胞に及ぼす酸性ストレスの直接
的な影響とその細胞内シグナル機構の解析：	 
マウス胎仔の大脳皮質から調製した神経細
胞にはプロトン感知性 GPCR（OGR1、GPR4）が
発現していた。発現プロファイルが似ている
神経腫細胞株（N1E115）を用いた解析から、
細胞外 pH 低下による神経細胞の機能発現と
して細胞内 Ca2+動員や神経型一酸化窒素合
成酵素の活性化が観察された。受容体分子の
siRNA を用いた結果、これら応答にプロトン
感知性 GPCR の関与が示唆された。このよう
に、プロトン感知性 GPCR を介する作用が神
経細胞の機能調節に関わっていると推測さ
れた（図 2）。一方、プロトン感知性 GPCR 欠
損マウスから調整した神経細胞を用いて解
析を試みたところ、低 pH による細胞ダメー
ジや細胞内 Ca2+動員シグナルの変動にプロ
トン感知性 GPCR が関与すると考えられた。	 
	 

	 
（４）本研究で得られた成果と今後の展望：	 
プロトン感知性 GPCR が脳虚血や梗塞と関連

したミクログリアの活性化に関与している
のか、神経の細胞死や神経機能にどのような
影響を与えるのか探索するため、本研究では
主にプロトン感知性受容体欠損マウス由来
の細胞を用いて検討してきた。ミクログリア
では脳虚血に関連する炎症に TDAG8 を介した
抑制作用が推測された。また、両側総頚動脈
の狭窄マウスを用いた実験から、TDAG8 は中
枢神経系における抗炎症作用に関与してい
る可能性が考えられた。今後、局所脳梗塞モ
デル（中大脳動脈の閉塞）を用いて検討して
行きたい。一方、神経細胞ではプロトン感知
性 GPCR が神経細胞の機能調節に関わってい
ると推測された。今後、神経細胞の機能制御
におけるプロトン感知性 GPCR の役割につい
て、細胞、組織や個体レベルで明らかにして
行きたい。	 
	 
５．主な発表論文等	 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線）	 
 
〔雑誌論文〕（計１５件） 
①	 Yuta	 Ichijo,	 Yuta	 Mochimaru,	 Morio	 
Azuma,	 Kazuhiro	 Satou,	 Jun	 Negishi,	 
Takashi	 Nakakura,	 Natsuki	 Oshima,	 Chihiro	 
Mogi,	 Koichi	 Sato,	 Kouhei	 Matsuda,	 
Fumikazu	 Okajima,	 Hideaki	 Tomura,	 Two	 
zebrafish	 G2A	 homologs	 activate	 multiple	 
intracellular	 signaling	 pathways	 in	 
acidic	 environment,	 Biochem.	 Biophys.	 Res.	 
Commun.,	 査読有,	 Vol.	 469,	 2016,	 pp.	 81-86,	 
DOI:	 10.1016/j.bbrc.2015.11.075	 
	 
②	 Hiroaki	 Tsurumaki,	 Chihiro	 Mogi,	 Haruka	 
Aoki-Saito,	 Masayuki	 Tobo,	 Yosuke	 Kamide,	 
Masakiyo	 Yatomi,	 Koichi	 Sato,	 Kunio	 
Dobashi,	 Tamotsu	 Ishizuka,	 Takeshi	 Hisada,	 
Masanobu	 Yamada,	 Fumikazu	 Okajima,	 
Protective	 role	 of	 proton-sensing	 TDAG8	 in	 
lipopolysaccharide-induced	 acute	 lung	 
injury,	 Int.	 J.	 Mol.	 Sci.,	 査読有,	 Vol.	 16,	 
2015,	 pp.	 28931-28942,	 DOI:	 
10.3390/ijms161226145	 
	 
③	 Tsuyoshi	 Uchiyama,	 Shoichi	 Tomono,	 
Koichi	 Sato,	 Tetsuya	 Nakamura,	 Masahiko	 
Kurabayashi,	 Fumikazu	 Okajima,	 
Angiotensin	 II	 Reduces	 Lipoprotein	 Lipase	 
Expression	 in	 Visceral	 Adipose	 Tissue	 via	 
Phospholipase	 C	 β4	 Depending	 on	 Feeding	 
but	 Increases	 Lipoprotein	 Lipase	 
Expression	 in	 Subcutaneous	 Adipose	 Tissue	 
via	 c-Src,	 PLoS	 One,	 査読有,	 Vol.	 10,	 2015,	 
e0139638,	 DOI:	 
10.1371/journal.pone.0139638	 
 
④	 Yosuke	 Kamide,	 Tamotsu	 Ishizuka,	 
Masayuki	 Tobo,	 Hiroaki	 Tsurumaki,	 Haruka	 
Aoki,	 Chihiro	 Mogi,	 Takashi	 Nakakura,	 

PLC/IP3 nNOS 
 
 
 

(NO) 
 

GC/cGMP 

PI3K/Akt 

GPR4 

pH ~ 6 

Ca2+ pool 

? 

Ca2+ 

OGR1 

Wortmannin 

p-nNOS 

Gq YM-254890 

2-APB 
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リパーゼC/カルシウム/nNOS経路を経てcGMPを産生する 
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