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研究成果の概要（和文）： 

  モノアミントランスポーターが細胞膜で機能するために必要な細胞膜への移行に対するヒス

タミン H3 受容体(H3R)関与を確認するため，H3R とノルアドレナリントランスポーター(NET)両

遺伝子の共発現細胞系を用いて検討した結果，H3R が蛋白質-蛋白質相互作用により NET を細胞

内に留め，細胞膜への発現を抑制する機構の存在を示唆する結果が得られた。 

 

研究成果の概要（英文）： 

  To study the participation of histamine H3 receptor (H3R) on the transition of monoamine 

transporters into plasma membrane which is necessary to exert their function as 

transporters, we investigated the relation between H3R and noradrenaline transporter 

(NET) expression by using coexpressing cell system for both H3R and NET. The results which 

obtained from this experiment were suggested that there was a mechanism by which H3R 

inhibited the NET expression into the plasma membrane by binding to NET and making it 

fit tightly in the cell. 
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１．研究開始当初の背景  中枢ヒスタミンは動物の摂食行動に関与



しており，ヒスタミン神経系の活性化は摂食

抑制を惹起する。ヒスタミンH3受容体(H3R)

は，ヒスタミン神経終末において自己受容体

として機能することから，これまで，その活

性化は神経終末からのヒスタミン遊離を増

加させ，ヒスタミンH1受容体を介して摂食抑

制を導くと考えられていた。しかし，われわ

れは前検討課題遂行の結果，H3Rの活性化が

ノルアドレナリントランスポーター(NET)機

能を抑制することを報告し，H3Rの新規機能

とともにヒスタミンの摂食抑制作用にモノ

アミン神経系を介する新たな機序の可能性

を見出した。 

 NETを始めとするモノアミントランスポー

ターは，シナプス間隙に遊離したモノアミン

を細胞内に再取り込みすることにより神経

伝達を終結させる役割を担う機能性膜蛋白

質であるが，モノアミン類も摂食行動に深く

関与しており，NET抑制によるシナプス間隙

ノルアドレナリン量の増加は結果的に摂食

を抑制することが知られている。したがって，

H3Rを介するモノアミントランスポーター機

能の制御機構（輸送活性制御および発現制御）

の解明は，ヒスタミンの摂食調節作用に新た

なる視点を与えることになると考えられた。 

 また，当時，H3Rを介したモノアミン遊離

制御に関しては他に多くの報告がある一方，

モノアミントランスポーターの機能修飾に

関しては，輸送活性機能の変化について検討

したわれわれの前課題結果以外見当たらな

かった。さらに，本申請課題であるヒスタミ

ンH3受容体を始めとして，モノアミントラン

スポーターの細胞膜発現に対し，受容体によ

る制御機構が存在することについては，これ

まで一切報告がなく，われわれの検討が機構

解明の端緒となるものであった。なお，申請

時，H3Rの細胞膜移動に細胞内クロライドチ

ャネル4，および未知の因子が関与している

ことが示唆されてきており，また，われわれ

は既に，H3R発現によりモノアミントランス

ポーターの膜発現が抑制されることを確認

していたことから，モノアミントランスポー

ターの膜移動とH3R蛋白質，あるいはその輸

送に関わる因子との相互作用が想定された。 

 
２．研究の目的 
 摂食行動における総括的なヒスタミン神

経関与の機構を解明することを最終目標と

し，本課題では，ヒスタミン H3 受容体(H3R)

を介したモノアミントランスポーターの発

現を蛋白質レベルで詳細に検討することに

より，モノアミントランスポーターが細胞膜

で機能するために必要な膜移行の調節機構

における H3R関与の機序を解明することを目

的とした。 

 
３．研究の方法 
(1)ヒスタミンH3受容体(H3R)およびノルア

ドレナリントランスポーター(NET)による蛋

白質相互作用の検討 

 ①構築した遺伝子を培養細胞株COS-7にリ

ポフェクション法で導入することにより，

NETおよびH3R共発現細胞を作製した。 

 ②それぞれの蛋白質の発現は，抗NET抗体

(NET)，および抗c-Myc抗体あるいは抗H3R抗

体(H3R)によるウエスタンブロッティング法

により，蛋白質相互作用はそれぞれの抗体を

用いた免疫沈降法により評価した。 

(2) rH3RとrNETの細胞内局在の検討 

rNET定常発現CHO細胞(CHO/rNET)にrH3Rを導

入することにより同種(ラット)遺伝子の共

発現細胞を構築し，抗rNET抗体および抗rH3R

抗体を用いて細胞免疫組織学的に検討した。 

 

４．研究成果 

(1)ヒスタミンH3受容体(H3R)およびノルア

ドレナリントランスポーター(NET)による蛋

白質相互作用 

 H3Rには3種の機能的アイソフォームが報

告されており，さらにわれわれはスプライシ

ング位置の異なる新規アイソフォームを見



出しているため，これら4種のアイソフォー

ムを検討に供した。その結果，H3Rを発現さ

せると細胞内でH3RとNETが結合することに

より，NETの膜発現が減少することが確認さ

れるとともに，H3Rアイソフォーム間のスプ

ライシング位置の違いにより，NET蛋白質と

の相互作用が異なることが明らかとなった。

さらに，新規H3Rアイソフォームは，受容体

活性を欠失しているものの細胞膜に移行/発

現し，野生型アイソフォームの発現制御を介

してH3R機能に影響している可能性を見出し

た。 

 また，上記の検討では，NET遺伝子とH3R遺

伝子の由来種が異なっていたため，遺伝子の

由来における種差による蛋白質相互作用に対

する影響の可能性を排除するため，ラット由

来トランスポーター定常発現細胞を利用して，

検討した結果，同種由来NETおよびH3Rにおい

ても細胞質内で蛋白質相互作用が起こってい

ることを確認した。 

 

(2)細胞免疫組織学的検討 

 rH3R遺伝子を導入することによる細胞増殖

への影響は認められなかったものの，NETおよ

びH3Rが共発現する細胞のNET膜発現は抑制さ

れており，また，共発現細胞においては，NET

が細胞質内に凝集していることが認められた。

このことは，H3Rがタンパク質-タンパク質相

互作用によりNETを細胞内に留め，膜発現を抑

制する機構を示唆する結果であると考えられ

た。  
 これらの知見はH3Rが小胞体あるいはトラ

ンス・ ゴルジ網に留まる傾向があり，直接/

間接的な蛋白相互作用によりNET発現にドミ

ナントネガティブ的効果をもたらしているこ

とを示唆しているものと考えられる。 

 H3Rは，摂食や覚醒に関与していることから

肥満やナルコレプシーなどの治療創薬の標的

として注目を集める一方，モノアミン類も摂

食や覚醒に関わっていることが報告されてい

る。また，H3Rとモノアミン神経系の関連は摂

食行動ばかりでなく，注意欠陥/多動性障害な

どにおいても注目されており，その詳細な機

序の解明が待たれている。本研究により，H3R

がノルアドレナリン神経系において蛋白-蛋

白相互作用によりトランスポーターの発現を

制御していることが明らかとなったが，この

ことは，H3Rの発現そのものが病態生理学的意

義を有することを示すとともに，これまでの

創薬で主流であったH3Rリガンドを意識した

ものではなく，H3R発現を標的にした新規薬物

の開発に繋がるのではないかと考えられる。 
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