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研究成果の概要（和文）：細胞外N末端及び細胞内C末端を変異させたGq蛋白質共役型ヒト・ヒスタミンH1受容体をCHO
細胞に強制発現させ、アゴニスト刺激に伴うH1受容体の細胞内輸送機構を解析した。その結果、細胞外N末端をヘマグ
ルチニンで標識したH1受容体は、ヒスタミン刺激に伴いクラスリン依存性機構によって細胞内に輸送されたが、細胞内
C末端のセリン487残基を切除したH1受容体は、ヒスタミン刺激をしても細胞内に輸送されなかった。以上の結果から、
H1受容体のC末端は、H1受容体の細胞内輸送に極めて重要な役割を果たしていることが示唆される。

研究成果の概要（英文）：We evaluated regulatory mechanisms of agonist-induced internalization of Gq 
protein-coupled human histamine H1 receptors by mutation analyses of the N- and C-terminals of receptors 
expressed in Chinese hamster ovary cells. H1 receptors tagged with hemagglutinin at the N-terminal 
internalized via clathrin-dependent mechanisms upon stimulation with histamine. In contrast, H1 receptors 
failed to internalize by truncation of the serine 487 residue of the C-terminal. These results suggest 
that the C-terminal of H1 receptors plays a crucial role in agonist-induced and clathrin-dependent 
internalization.

研究分野：受容体薬理学
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１．研究開始当初の背景 
(1) アゴニスト刺激に伴い、細胞表面受容体
が細胞内に移行する現象は、受容体の細胞内
輸送と呼ばれ、細胞の刺激感受性制御機構の
一つと考えられている。Gq蛋白質共役型ヒス
タミン H1受容体は、中枢から末梢に至るまで
広範囲に分布し、覚醒レベル調節や即時型ア
レルギーなどの各種生理・病態に関与すると
ともに、抗ヒスタミン薬の標的分子として、
薬物治療にも密接に関与している。従って、
H1受容体の細胞内輸送機構の解明は重要な課
題である。しかしながら、H1受容体の細胞内
輸送機構に関する研究は、ほとんど進んでい
ないのが現状である。 
 
(2) 一般に、アゴニスト刺激に伴う G蛋白質
共役型受容体の細胞内輸送には、G 蛋白質共
役型受容体キナーゼ/アレスチン/クラスリ
ンを介した小胞輸送（エンドサイトーシス）
が関与することが知られている（図 1）：まず、
G 蛋白質共役型受容体がアゴニストで刺激さ
れると、アゴニスト結合型（活性型）受容体
を認識するG蛋白質共役型受容体キナーゼに
よって、受容体の細胞内第 3ループあるいは
細胞内 C末端のセリン・スレオニン残基がリ
ン酸化される。引き続き、このリン酸化受容
体にアレスチンが結合することにより、クラ
スリン被覆小胞の形成が誘導されると考え
られている。 

図 1. G 蛋白質共役型受容体の細胞内輸送 
 
(3) 既に我々は、アゴニスト刺激に伴い、H1
受容体がクラスリン依存性機構によって細
胞内に輸送されることを明らかにしている
（引用文献①、②）。しかしながら、H1受容体
の活性化からクラスリン被覆小胞の形成に
至る機構の詳細は不明である。特に、H1受容
体の細胞内 C末端は、他の G蛋白質共役型受
容体に比べて極端に短く（17 アミノ酸残基）、
このように短い細胞内 C 末端が、H1受容体の
細胞内輸送に果たす役割は不明である。そこ
で、H1受容体の細胞内輸送における細胞内 C
末端の役割に着目して研究を開始した。 
 
２．研究の目的 
 アゴニスト刺激に伴うヒト・ヒスタミン H1
受容体の細胞内輸送機構における H1受容体 C
末端の役割を明らかにする。 

３．研究の方法 
(1) 変異 H1受容体の作製 
 受容体を可視化する目的で細胞外N末端を
ヘマグルチニン（HA）で標識したヒト・ヒス
タミンH1受容体及びその細胞内C末端を変異
させた H1受容体を作製し、それぞれを CHO 細
胞に強制発現させた。作製した変異 H1受容体
は、以下の通りである（図 2）。 
［HA-WT］N 末端をヘマグルチニン（HA）で    
標識した H1受容体 
［HA-T478A］N 末端をヘマグルチニン（HA）
で標識し、C 末端スレオニン 478 残基をアラ
ニンに置換した H1受容体 
［HA-S487A］N 末端をヘマグルチニン（HA）
で標識し、C 末端セリン 487 残基をアラニン
に置換した H1受容体 
［HA-S487TR］N 末端をヘマグルチニン（HA）
で標識し、C 末端セリン 487 残基を切除した
H1受容体 

図 2. 作製した変異ヒト・ヒスタミン H1受容体 
 
(2) 受容体結合実験による細胞表面 H1 受容
体及び全 H1受容体の定量的検出 
 H1 受容体に対する放射性リガンド[

３H]メ
ピラミンは、細胞表面 H1受容体に結合するだ
けでなく、細胞膜を通過して細胞内に分布す
る H1受容体にも結合する。一方、ピルドニウ
ムは、細胞膜非透過性 4級アンモニウム誘導
体の H1受容体遮断薬であり、細胞表面 H1受容
体に選択的に結合する。そこで、ピルドニウ
ムで遮断される[３H]メピラミン結合（ピルド
ニウム感受性[３H]メピラミン結合）の最大結
合量（Bmax 値）から、細胞表面 H1受容体数を
算出した。一方、細胞に存在する全 H1受容体
数は、過剰量の非放射性メピラミンによって
遮断される[３H]メピラミン結合（メピラミン
感受性[３H]メピラミン結合）の Bmax 値から
算出した。 
 
４．研究成果 
(1) ヒスタミン刺激に伴うHA-WT受容体の細
胞内輸送 
 0.1 mM ヒスタミン 30 分間刺激に伴い、細
胞表面 HA-WT 受容体数（ピルドニウム感受性
[３H]メピラミン結合の Bmax 値）は約 7 割に
減少、即ち、細胞表面 HA-WT 受容体の約 3割



が消失したが、細胞に存在する全 HA-WT 受容
体数（メピラミン感受性[３H]メピラミン結合
の Bmax 値）には変化は認められなかった（図
3＆図 4：HA-WT）。また、ヒスタミン刺激に伴
う細胞表面 HA-WT 受容体の消失は、クラスリ
ン被覆小胞の形成を阻害する高張条件下で
阻害された。従って、N末端を HA で標識した
HA-WT 受容体は、野生型 H1受容体と同様にク
ラスリン依存性機構によって細胞内に輸送
されると考えられた。 
 

 
 

図 3. ヒスタミン刺激に伴う全 H1受容体数の変化 
 
 

図4. ヒスタミン刺激に伴う細胞表面H1受容体数の変
化（*P<0.05、**P<0.01、***P<0.001） 
 
(2) ヒスタミン刺激に伴う HA-T478A、
HA-S487A、HA-S487TR 受容体の細胞内輸送 
 細胞表面 HA-T478A 及び HA-S487A 受容体は、
ヒスタミン刺激に伴い約 6 割に減少したが、
細胞に存在する全受容体数には変化は認め
られなかった（図 3＆図 4：HA-T478A、
HA-S487A）。また、このヒスタミン刺激に伴
う細胞表面受容体の消失は、クラスリン被覆
小胞の形成を阻害する高張条件下で阻害さ
れた。従って、HA-T478A 受容体及び HA-S487A
受容体は、野生型 H1受容体と同様にアゴニス
ト刺激に伴いクラスリン被覆小胞を介して
細胞内に輸送されると考えられた。また同時

に、C 末端 T478 残基及び S487 残基のリン酸
化が、H1受容体の細胞内輸送の引き金になる
可能性は少ないと考えられた。 
 一方、HA-S487TR 受容体においては、ヒス
タミンで刺激しても、細胞表面受容体数及び
全受容体数ともに変化が認められなかった
（図 3＆図 4：HA-S487TR）。即ち、H1受容体の
C 末端 S487 残基 1 残基が切除されると、H1
受容体の細胞内輸送が起こらないことが明
らかとなった。 
 以上の結果から、H1受容体 C 末端は、H1受
容体の細胞内輸送に極めて重要な役割を果
たしていると推定される。 
 
(3) 免疫組織染色による H1 受容体の細胞内
輸送の検出 
 ヒスタミン刺激に伴う H1 受容体の細胞内
輸送を、抗 HA 抗体を用いた免疫組織染色（共
焦点顕微鏡）によって解析した。その結果、
H1受容体は、刺激初期に細胞表面から細胞質
に拡散した後、次第に細胞内局所に凝集する
ことが明らかとなった（図 5）。また、これら
の変化は、クラスリン被覆小胞の形成を阻害
する高張条件下及び C 末端 S487 残基切除に
よって阻害された。 

 
図 5. ヒスタミン刺激に伴う H1受容体の分布変化（免
疫組織染色） 
 
 そこで次に、細胞内に輸送された受容体が、
トランス・ゴルジ・ネットワークを介してゴ
ルジ装置に運ばれる可能性を明らかにする
目的で、抗 syntaxin-6 抗体（ゴルジ・マー
カー）を用いた免疫組織染色によって、H1受
容体の細胞内局在化部位を解析した。その結
果、細胞内に輸送された H1受容体は、次第に
抗 syntaxin-6 抗体と共局在する様子が観察
された。従って、H1受容体は、細胞内に輸送
された後、ゴルジ装置に局在化すると考えら
れた。 
 

0

20

40

60

80

100

120

HA-WT HA-T478A HA-S487A HA-S487TRM
ep

yr
am

in
e-

se
ns

iti
ve

 b
in

di
ng

 o
f [

3 H
]m

ep
yr

am
in

e
(%

 o
f c

on
tr

ol
)

0

20

40

60

80

100

120

HA-WT HA-T478A HA-S487A HA-S487TR

P
ird

on
iu

m
-s

en
si

tiv
e 

bi
nd

in
g 

of
 [3 H

]m
ep

yr
am

in
e

(%
 o

f c
on

tr
ol

)

*

**
***



(4) 総括 
 アゴニスト刺激に伴い、ヒト・ヒスタミン
H1受容体は、クラスリン被覆小胞を介して細
胞内に輸送された後、トランス・ゴルジ・ネ
ットワークを介してゴルジ装置に輸送され
ること、また、H1受容体の細胞内 C 末端は、
その短さとは対照的に、クラスリン被覆小胞
を介した H1 受容体の細胞内輸送に決定的役
割を果たしていることが明らかとなった。 
 本研究は、これまで不明な点の多かったヒ
スタミン H1 受容体の制御機構に新たな知見
を提供するものである。 
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