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研究成果の概要（和文）：GPR4は細胞外のプロトン濃度の上昇で活性化する受容体である。心筋梗塞時には細胞外のpH
が低下することから、野性型マウスとGPR4遺伝子欠損マウスに心筋梗塞処置を施したところ、GPR4遺伝子欠損マウスは
野生型マウスと比べて、生存率や心機能が低下することを見出した。また心筋梗塞時のGPR4発現細胞を間接的に同定す
る事に成功し、GPR4は心筋梗塞時に炎症に関与することを見出した。

研究成果の概要（英文）：GPR4 is a receptor which recognizes extracellular protons. Because pH of the 
heart at the time of myocardial infarction (MI) falls, we produced MI model mice with wild type and GPR4 
deficient mice to investigate the roles of GPR4 in MI. We found that GPR4 deficient mice showed a 
decrease of survival rate and cardiac functions. We also identified GPR4 expressing cells which involved 
in inflammation after MI.

研究分野： 分子生物学

キーワード： GPR4　プロトン感知性受容体
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１．研究開始当初の背景 

心筋梗塞時の過剰な炎症応答は、心筋細

胞の壊死などといった組織障害を引き起こ

すことが報告されている。従って、炎症応答

の厳密な制御は心臓の病態時に極めて重要

である。一般的に炎症時においては、組織の

pH が低下することが知られている。心筋梗

塞時における pH の低下は、嫌気呼吸により

生成する乳酸の蓄積などにより生じ、病態時

の心臓へ何らかの影響を及ぼすと考えられ

てきた（図 1）。 

そこで我々は、細胞外 pH の低下によって

活性化される G タンパク共役型受容体

(GPCR)に着目した。プロトン感知性受容体は、

これまでに 4 種（GPR4、OGR1、TDAG8、

G2A）同定されている。我々の研究室で、心

臓でのこれら受容体の発現量を Real-time 

PCR 法を用いて調べたところ、GPR4 の発現

が最も高かった。そこで、GPR4-KO マウス

を入手し、冠動脈の左前下行枝を閉塞させ、

心筋梗塞モデルマウスを作製したところ、28

日後には、野生型に比べて死亡率が減少して

いた。さらに、死細胞が減少し、心肥大や線

維化が抑制されるとともに、心機能も保持さ

れていた(図 2)。 

 

図 2. GPR4 KO マウスは心肥大や線維化が抑

制される 

以上の結果は、心筋梗塞時に細胞が GPR4

を介してプロトン濃度の変化を感知するこ

とは、心筋梗塞の病態に大きな影響を与える

ことを示している。 

 

２．研究の目的 

本研究は、心臓における GPR4 の機能を解

析することにより、心筋梗塞時における pH

変化の生理的意義を見出す。具体的には以下

の点を明らかにする。 

１）野生型マウスと GPR4-KO マウスの心筋

梗塞後の病態比較を詳細に行い、GPR4

が心筋梗塞のそれぞれの病態形成にお

いてどの程度寄与しているのか、またそ

の時期を明確にする。 

２）心筋梗塞の病態を悪化させる原因である

GPR4 発現細胞を同定する。 

３）GPR4 発現細胞が、心筋梗塞後に発現誘

導する遺伝子を明らかにする。 

 

３．研究の方法 

心筋梗塞モデルマウス作製は、8-10 週齢の

雄性マウスに心筋梗塞処置を施し、心筋梗塞

モデルマウスとして実験に用いた。具体的に

は、心筋梗塞施術は肋骨左側の第二肋間の切

開によって心臓を露出させ、左冠動脈前下行

枝を縫合糸で結紮する。以上の処置を施した

マウスを心筋梗塞群とし、冠動脈の結紮以外

は同様の処置を施したマウスを偽処置群と

した。 

心筋梗塞処置マウスにおける GPR4 の

mRNA の定量には、マウス心室から Total 

RNA を抽出後、逆転写反応を行い、Real time 

RT-PCR を行った。発現細胞同定には、健常

マウス心室から各種構成細胞をフローサイ

トメーターにより単離後、RNA を抽出し、逆

転写反応を行い、Real time RT-PCR により解

析を行った。 

in situ hybridization 法による GPR4 mRNA

の検出には、まず 8-10 週齢のマウス心臓を摘

図 1. 心筋梗塞時に起こる環境変化 
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出し、液体窒素にて凍結させた。その凍結切

片を 4% パラホルムアルデヒド溶液で固定

した後、GPR4 mRNA に対するアンチセンス

RNA プローブを反応させた。アルカリホスフ

ァターゼ標識された抗ジゴキシゲニン抗体

で、アンチセンス RNA プローブに標識され

ていたジゴキシゲニンを認識させた。その後、

アルカリホスファターゼの基質である

5-bromo-4-chloro-3-indolyl-1-phosphate と nitro 

blue tetrazolium を反応させた。 
 

４．研究成果 

マウスに心筋梗塞処置を施し、GPR4 の発

現量変化(1～28 日)を Real time RT-PCR で確

認した。その結果、GPR4 は心筋梗塞時にお

いて余り発現量が変化しないことが明らか

となった。この結果により、GPR4 の発現細

胞は、梗塞時に浸潤してくる免疫細胞ではな

いことが示唆された。GPR4 KO マウスでは、

野生型マウスと比べて心筋梗塞初期段階で

生存率が悪化する事と、Real-time RT-PCR の

結果と合わせて考えると、心筋梗塞処置後初

期の段階で元々心臓に存在する GPR4 発現細

胞が病態に関与していることが考えられる。

そこで、心臓組織から各種細胞を分取し、

mRNA の発現を調べたところ、ある細胞のみ

が顕著に GPR4 の発現が高かった。また、in 

situ hybridizationによりGPR4発現細胞を確認

したところ、Real time RT-PCR の結果と同じ

細胞が染色されたことから、間接的であるが

発現細胞を同定することに成功した。次に、

心筋梗塞時に GPR4 発現細胞に関連する遺伝

子を Real time RT-PCR で測定したこところ、

心筋梗塞処置後 1 日目の GPR4 KO マウスは

野生型マウスの炎症関連遺伝子の発現量が

有意に低下していること見出した。以上の結

果から GPR4 発現細胞は心筋梗塞時に炎症を

亢進させ、生存率や心機能を悪化させる可能

性が示唆された。 
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