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研究成果の概要（和文）：虚血部位では酸性化が伴う。しかし、酸性pHに対する神経系細胞の応答とその機構は不明で
ある。本研究では脳の機能制御におけるOGR1ファミリ－受容体の役割を調べた。受容体欠損マウスの中大脳動脈閉塞再
灌流による解析、また、ミクログリア、神経細胞のモデル系細胞としてN1E115細胞での酸性pH応答機構を解析した。そ
の結果、TDAG8が脳虚血再灌流後の脳傷害に保護的に機能していること、その作用にミクログリアの関与が示唆された
。また、神経細胞ではOGR1がnNOS/cGMP系にかかわっている可能性が示唆された。このように、OGR1受容体ファミリー
は脳機能制御に受容な役割を担っている。

研究成果の概要（英文）：It is well known that acidification takes place in the ischemia region. However, 
how acidic pH regulates neuronal cell functions remains uncharacterized yet. In the present study, we 
characterized the roles of OGR1 family GPCRs, which have been recently identified as extracellular 
proton-sensing receptors, in ischemia reperfusion model in vivo and in mouse microglia and cultured 
N1E115 cells as neuronal cell model in vitro. We found that TDAG8 is functioning as protective for brain 
damage after the ischemia reperfusion. TDAG8 in microglia might be involved in the protective effects. We 
also found that acidic pH activates nNOS/cGMP signaling through OGR1 in N1E115 cells. Thus, OGR1 family 
GPCRs are involved in the regulation of brain functions.

研究分野：生理化学
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１．研究開始当初の背景 

 

虚血部位では低酸素と酸性化(低 pH)が伴う

ことはよく知られている。虚血部位では酸素

供給の不足により、解糖系／乳酸産生が亢進

し pH が 6.0 近くまで低下する場合もある。

低酸素時の応答においてはHIF-1を中心とし

た解析が進んでいる。即ち、HIF-1 は血管新

生、トランスポーター、アポトーシスの回避

に関わる様々な蛋白の転写を高め、低酸素か

ら細胞を守っている。一方、酸性 pH に対す

る神経系細胞の応答とその機構はほとんど

解析されていない。また、実際に虚血をおこ

した個体での再還流後の応答における pH 受

容体の役割は不明である。最近、私達の研究

グループを含む国内外のグループによって、

従来リゾ脂質性のＧ蛋白質共役受容体

（GPCR）と報告されていた OGR1 ファミリー

（OGR1,GPR4,TDAG8）が細胞外の pH（プロト

ン）を感知して細胞内にシグナルを伝達する

GPCR であることが判明した。 

 

２．研究の目的 

 

私達はこのユニークな GPCR の生体での機能

を知る目的で受容体欠損マウスの作成を手

がけ、OGR1 受容体ファミリ−欠損マウスを作

成した。そこで、本研究では虚血再還流後の

細胞ダメージとその回復過程に OGR1 ファミ

リ−受容体がどのように関わっているかを受

容体欠損マウスの中大脳動脈閉塞再灌流に

よる（脳梗塞モデル）解析、また、ミクログ

リア、神経細胞のモデル系細胞として N1E115

細胞での酸性 pH 応答機構の解析によって明

らかにする。 

 

３．研究の方法 

 

(1) 脳梗塞モデル： 

中大脳動脈にフィラメントを挿入し、一定時

間（本研究では 30 分）の虚血後、フィラメ

ントを抜き、再灌流 24 時間後のマウスの運

動機能、脳組織の TTC 染色（生きたミトコ

ンドリア活性）、ニッスル染色（神経細胞特

異的な染色）などを行った。 

 

(2) ミクログリアの調製： 

生後 1〜２後のマウス胎仔脳をコラゲナーゼ

処理により細胞を遊離し、常法に従って、ミ

クログリア細胞を調製した。ミクログリア特

異的染色により 95％以上がミクログリアで

あった。 

 

(3) N1E115神経細胞： 

マウス由来の神経細胞株を 10% FBSを含む

DMEM中で培養して実験に用いた。 

 

４．研究成果 

 

(1) 脳梗塞モデル 

中大脳動脈の虚血（30 分）再灌流による 24

時間後の TTC 染色やニッスル染色、また、運

動機能測定から梗塞で明らかな傷害が観察

された。また、しっぽを持ってマウスを逆さ

にして、起き上がろうとする運動機能の測定

でも、対象マウスと梗塞を行ったマウスであ

きらかな運動機能の違いが観察された。それ

をスコア化することで、運動機能の測定が可

能であった。そこで、このような虚血再灌流

後の傷害に対するTDAG8の役割を知る目的で、

TDAG8 欠損マウスでも同様な実験をおこなっ

た。まだ、例数は十分ではないが、TDAG8 欠

損で傷害が進行している傾向があった。この

ことは、TDAG8 が虚血再灌流後の傷害に対し

て保護的に機能していることを示唆してお

り、今後、結果を再確認し、さらに、炎症性

サイトカインの産生など他の指標を調べる

必要がある。 

 

(2) ミクログリアでの解析 

マウス胎仔から採取したミクログリアでは

TDAG8 が主要なプロトン感知性受容体である。

酸性 pH は LPS による炎症性サイトカイン

（IL-1）産生を抑制する。この応答は TDAG8

欠損マウス由来のミクログリアでは有意に

抑制された。cAMP誘導体（PKA特異的誘導体、

Epac 特異的誘導体）、PKA 阻害薬の効果など

を調べた実験から、pH低下が TDAG8/cAMP/PKA

を介してLPS応答を抑制していることが判明

した。また、阻害薬の実験から、LPS による



（IL-1）産生は NAB,JNK,ERK が関与してい

ること、その中で、酸性 pH が JNK, ERK を抑

制することが見いだされた。今後、酸性 pH

の MAPK 活性制御が TDAG8 を介しているかど

うかを見極める必要がある。 

 

(3) N1E115 細胞での解析 

N1E115 神経細胞では酸性 pH によって、カル

シウム動員、Aktのリン酸化、nNOSリン酸化、

cGMP産生が観察される。N1E115細胞ではOGR1

と GPR4 が発現している。そこで、OGR1 に対

するsiRNAを用い受容体ノックダウン細胞を

作成して解析したところ、細胞外 pH の低下

は OGR1/Gq/ホスホリパーゼ C/カルシウム

/nNOSの活性化を介してcGMP酸性を促進して

いることが推定された。Akt は nNOS の S1412

をリン酸化して nNOS を活性化する可能性が

あるが、Akt/nNOS リン酸化を介した経路は細

胞外 pH低下による cGMP 産生制御にはあまり

関与していないことが推定された。 
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