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研究成果の概要（和文）：Gタンパク質共役型受容体には種々のタンパク質が直接相互作用し、シグナロソーム
を形成することでその細胞内局在やシグナル伝達を制御する。本研究では、ヒスタミンH3受容体のカルボキシル
末端に直接結合するシグナロソーム構成分子としてDRiP78およびRab8に注目した。そして、DRiP78およびRab8
が、H3Rの細胞膜分布の減少および増加にそれぞれ関与することを見出した。

研究成果の概要（英文）：Through direct interactions with G protein-coupled receptors, various 
proteins regulate cellular distribution and signal transduction of the receptors. The protein 
complex is so called “signalosome”. In the present study, we investigated roles of DRiP78 and 
Rab8, as examples of signalosome molecules, in functions of histamine H3 receptor with the central 
focus on the receptor’s cellular distribution. We found that DRiP78 and Rab8 are involved in 
reduction and increase in plasma membrane distribution of the receptor, respectively.

研究分野：分子細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
 現在までに、多くの Gタンパク質共役型受
容体 (GPCR) が薬物治療の標的分子とされ、
細胞表面に局在する受容体分子自体の活性
制御、あるいは受容体の内在化やリサイクリ
ング過程に研究・薬物開発の重点がおかれて
きた。ところが最近になって、受容体分子の
細胞内局在に関する新しい問題が注目され
ている。すなわち一つには、リボソーム/小胞
体 (ER) において新規に翻訳された GPCR
分子が細胞表面へ輸送される細胞内トラフ
ィッキングの分子制御の問題であり、もう一
つはその GPCR 分子が細胞表面で効率的に
機能を果たすために必要なシグナロソーム
複合体形成の分子基盤の問題である。 
 これらの問題に答えるため、研究代表者は
ヒスタミン H3 受容体のカルボキシル (C) 
末端に結合するタンパク質の探索を行い、
CLIC4を同定し、このタンパク質がH3受容
体の細胞表面へ向かうトラフィッキングを
促進する事を明らかにした。また、H3 受容
体のＣ末端には、ER に局在し Gγサブユニ
ットと GPCR のアセンブリーを促進する
DRiP78 タンパク質や、Gβサブユニットの
シャペロンタンパク質とされるPhLPが結合
する事、さらに膜タンパク質のゴルジ体から
細胞表面膜への輸送を制御しているとされ
る Rab8タンパク質も H3受容体Ｃ末端と直
接相互作用する事を見いだしている。これら
の事実は、H3受容体と Gβおよび Gγが ER
において既にプリアセンブリーされており、
Rab8 タンパク質がこのプリアセンブリーさ
れた受容体 G タンパク質複合体を細胞表面
に運ぶトラフィッキングを制御している可
能性を示唆している。 
 さらに研究代表者らは、ラット脳抽出物を
材料とし、アフィニティクロマトグラフィー
法と質量分析法により、H3 受容体のＣ末端
に結合する新規タンパク質の探索を進めた
結果、Synaptotagmin、Munc18、さらに CaM 
KinaseII等の、シナプス小胞からの神経伝達
物質放出に関わる膜融合SNAREタンパク質
を制御するタンパク質群が新たに同定され
た (未発表)。さらに SNAREタンパク質その
ものである Syntaxinや SNAP25、また神経
伝達物質の放出を直接制御するとされる
Rab3タンパク質までもが、インビトロでH3
受容体と直接結合する活性を持っている事
を明らかにしている (未発表)。これらのタン
パク質はすべて H3受容体シグナロソームの
構成分子と考えられる。 
 
２．研究の目的 
 本申請研究は、上記のさまざまな H3受容
体結合タンパク質の解析を通して、受容体 G
タンパク質複合体のプリアセンブリーとそ
の細胞表面への輸送メカニズム、さらに、細
胞表面における H3受容体を中心とした機能
的シグナロソームの存在確認と、そのアセン
ブリーを可能にする分子基盤の解明を目的

とするものである。 
 
３．研究の方法 
(1) cDNAクローニング: 実験に使用した遺伝
子 cDNA は、H3 受容体を除き、すべてラッ
トあるいはマウス脳由来 mRNAから RT-PCR
法によってクローニングした。 
(2) Short hairpin RNA (shRNA) plasmidの作製: 
Li ら  [1] の方法に従い、 shRNA 配列を
U6-pCAGIGベクターに挿入した。 
(3) in vitro pull-down assay: 受容体の C末端部
位はグルタチオン S-転移酵素 (GST) 融合タ
ンパク質として、またシグナロソームタンパ
ク質はマルトース結合タンパク質 (MBP) あ
るいは FLAGタグ付加タンパク質として、そ
れぞれ大腸菌で産生した。各タンパク質を混
合し 4°Cでインキュベーション後、グルタチ
オン担体ビーズにて GST 融合タンパク質を
精製した。精製産物中のシグナロソームタン
パク質の有無は、抗 MBP 抗体を使用したウ
ェスタンブロット法にて解析した。 
(4) 培養細胞におけるタンパク質発現および
ノックダウン: 培養細胞におけるタンパク質
発現には、各遺伝子 cDNAを含んだ発現用プ
ラスミドのトランスフェクション法による
導入、あるいはアデノウイルスベクターを利
用した発現系を用いた。ノックダウンには、
U6-pCAGIG ベクターをトランスフェクショ
ン法にて導入した。培養細胞としては、
HEK293細胞、CHO細胞、HeLa細胞や PC12
細胞等を使用した。 
(5) 安定発現細胞の樹立: 各遺伝子 cDNA を
導入された細胞を G418 存在下に培養し、目
的タンパク質を安定発現する細胞のみを選
別した。 
(6) 免疫染色法: 目的タンパク質を発現した
細胞をカバーガラス上に播種し、4%パラホル
ムアルデヒドで 10分間 (室温) 固定した。そ
の細胞を 0.1% BSA含有 PBSで 30分間 (室
温) ブロッキングした後、1 次抗体および蛍
光標識 2次抗体でそれぞれ 60分間 (室温) お
よび 45分間 (室温) インキュベートした。最
後に、DAPI 含有封入剤を用いてスライドガ
ラス上にマウンティングした。観察には共焦
点蛍光顕微鏡 LSM-780 (Zeiss) を用い、
ZEN2011ソフトウェア (Zeiss) にて解析した。 
(7) 細胞表面 H3 受容体量の測定 (Cell-based 
ELISA法): 24ウェルプレートに播種した細胞
を4%パラホルムアルデヒドで10分間 (室温) 
固定した。その細胞を 5%スキムミルク/0.1% 
BSA/PBS 中でブロッキングし、抗 H3R 抗体
をインキュベートした。2 次抗体として
DyLight800標識抗ウサギ IgGを用い、また細
胞量の指標として細胞核を DRAQ5 で染色し
た。Infrared イメージングシステム Odyssey 
(LI-COR) を用いて 800および 700 nmの蛍光
強度を測定し、800 nmの蛍光強度を 700 nm
の蛍光強度で補正してデータとした。 
(8) 細胞内サイクリックAMP (cAMP) 産生量
測定 (AlphaScreen 法): H3 受容体を安定発現



した HEK293細胞を、ホスフォジエステラー
ゼ阻害薬 IBMX 存在下、H3 受容体アゴニス
ト immethridineとアデニル酸シクラーゼ活性
化薬 forskolin で 10 分間同時刺激した。2.5%
過塩素酸に置き換えることで反応を停止し、
細胞上清に含まれる cAMP 量は AlphaScreen
法  (PerkinElmer) にて測定し、検出には
PHERAstar (BMG Labtech) を用いた。 
 
＜引用文献＞ 
[1] Li A, Saito M, Chuang J-Z, Tseng Y-Y, 
Dedesma C, Tomizawa K, Kaitsuka T, Sung C-H, 
Ciliary transition zone activation of 
phospho-Tctex-1 controls ciliary resorption, 
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４．研究成果 
＜DRiP78＞ 
(1) 研究代表者は、H3 受容体の C 末端に
DRiP78 が結合することを見出していた。そ
こで、C 末端中に DRiP78 との結合に関わる
アミノ酸配列を探索した結果、F419, R421, 
K425、K426および K431が DRiP78との結合
に関わることが見出された。 
(2) DRiP78 を細胞内に発現したところ、
DRiP78 の発現量依存的に H3 受容体の細胞
表面量が減少した。また、その細胞表面量の
減少はプロテアソーム阻害薬によって回復
した。 
(3) H3受容体はDRiP78発現下でユビキチン
化されたことより、H3 受容体に DRiP78 が
結合すると、ユビキチン-プロテアソーム系に
よる H3受容体の分解が亢進することが見出
された。 
 以上のことから、DRiP78 は H3 受容体の
C 末端と直接結合し、H3 受容体を小胞体に
局在させ分解系に導くだけでなく、H3 受容
体の細胞表面へのトラフィッキングを特異
的に抑制することが明らかになった。 
＜Rab8＞ 
(4) 研究代表者は、H3受容体のC末端にRab8
が結合することを見出していた。そこで、C
末端中に Rab8 との結合に関わるアミノ酸配
列を探索した結果、F419、K425、および K426
がRab8との結合に関わることが見出された。
これらのアミノ酸は、ヘリックス 8の疎水性
側に分布する。 
(5) 緑色蛍光色素アザミグリーン融合 H3 受
容体を安定発現する CHO 細胞を樹立した。
H3 受容体は主に細胞膜に分布することが、
共焦点蛍光顕微鏡観察によって示された。し
かし、野生型および活性化変異体 (Q67L) の
Rab8 を過剰発現すると、H3 受容体の細胞膜
分布は減少し、主に細胞内の小胞上に分布し
た。一方、不活性化変異体 (T22N) の過剰発
現をしても、H3 受容体の細胞膜分布は減少
しなかった。 
(6) H3 受容体を安定発現する HEK293 細胞 
(H3R/293) を樹立した。Rab8をノックダウン

すると、細胞表面 H3 受容体量の増加するこ
とが Cell-based ELISA法により示された。 
(7) Rab8は一般的に、ゴルジ体および細胞内
小胞から細胞膜へのリサイクリングに関わ
る。そこで、リサイクリング阻害薬 monensin
を前処理したところ、H3 受容体の細胞表面
量は時間依存的に減少した。すなわち、Rab8
のノックダウンとは反対の結果が得られた。 
(8) H3受容体は三量体 Gタンパク質 Giと共
役する。H3 受容体を介したアデニル酸シク
ラーゼ活性の減弱を解析するため、H3R/293
細胞を H3 受容体アゴニスト immethridine と
アデニル酸シクラーゼ活性化薬 forskolinで同
時刺激した。その結果、immethridine 処置に
よって cAMP産生量が減少することが見出さ
れた。 
 以上のことから、H3 受容体は C 末端の
helix8を介して Rab8と直接結合し、細胞内に
分布するために Gi シグナルが減弱すること
が示された。また、この Rab8 による制御機
構は、一般的に考えられている Rab8 の膜輸
送機構とは異なる機構であることが考えら
れた。 
 今後、受容体の細胞内局在とシグナル伝達
におけるシグナロソームの役割を解明する
ことは、基礎生物学上の興味を超えて、ます
ます臨床的な応用を視野に入れた研究へと
発展していくことが予想される。将来、いっ
そうの進展が望まれる。 
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