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はじめに

ヒスタミン(HA)は哺乳類のほとんどすべての組織に存在する生理活性アミンで，胃酸分泌において重

要な役割を演じている一方，アレルギー症状やアナフィラキシーショックの中心的な原因物質である．脳

においては，以前から神経伝達物質あるいは神経修飾物質として考えられ，脳室内投与された HAの作用

や抗HA薬の臨床効果から，覚醒レベル，前庭機能，体温，血圧，摂食行動，ホルモン分泌，情動行動な

どの調節に関与することが示唆されてきたが， HA神経系の機能的役割は以前として明確ではない．

HA神経走行の組織学的解明は，蛍光組織化学の応用が困難であったためモノアミンに比べてかなり遅

れたが，ヒスチジンデカルボキシラーゼ(HDC)あるいは HA自身に対する特異的抗体を用いた免疫組織

化学的技法によりラットにおいて明らかにされた． HA神経の細胞体は後部視床下部に限局して存在し，

その神経線維は視床下部に最も密に分布し，さらに内側前脳束を経て終脳各部位へ，また下行性に脳幹部

へも分布している．

神経系の機能を研究するためにはその神経伝達物質の動態を解明することも必要である． HAの場合，

脳内には神経性HAの他に非神経性HAが存在しており，これらを区別して調べなければならない．本稿

では， HAおよびその脳内における主要代謝物teleーメチルヒスタミン (t-MH)の定量， HAの動的状態

を推定するための代謝回転速度の測定，さらに脳内微小透析法による細胞外HA濃度の測定について著者

らの方法を中心に解説する．

I.脳内 HAの定量法

Shoreら12)が報告した HAをortho-phthalaldehyde(OP A) と反応させて測定する蛍光分析法は，感

度もよく広く末梢組織中 HAの定量や肥満細胞からの HA遊離の実験などに利用されている．しかし，こ

の方法では脳に多く含まれるスペルミジンによっても同様に蛍光体が生成されるので，脳内 HAの定量に

応用する場合にはあらかじめ HAを分離精製する必要がある．高速液体クロマトグラフィー (HPLC)を

用いた HAの蛍光測定法では，カラムにより分離した HAを反応槽でOPAと反応させるポストカラム法

が，感度，選択性の点で優れる． Yamatodaniら13)は，陽イオン交換カラムを用いて HAの高感度分析を

行っているが，この方法では H3 アゴニストの a—メチルヒスタミンとの分離が困難で，この薬物を用いた

薬理学的検討の際に利用できない．著者ら 5)は改良を加え，逆相系カラムを用いたイオンペアー HPLC法

を開発した（図 1)．この方法では， a-メチルヒスタミンとの分離も容易で，さらに高感度の HA分析が

可能である（図2).

HAの高感度分析法としてはこの他， HA抗体を利用したラジオイムノアッセイ，酵素アイソトープ法
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図1 HAのイオンペアーHPLC-ポストカラム蛍光
分析法
SOS, Sodium octanesulfonate, G,ガードカ
ラム (WatersμBondapak C 18 Guard 
Pak). 
ポンプ流速(ml/min),1: 0.6, 2: 0.12, 3: 
0.. 12, 4 : o.14. 
カラムで分離されたHAはアルカリ条件下で
OPA反応され (loop2)，リン酸で安定化され
る (loop3). 
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図2 クロマトグラム
ピーク 1:ヒスチジン (His), 2 : HA, 3 : 
a—メチルヒスタミン (a-MH).

A)標準液 His1. 5 ng, HA 15 pg, a-MH 15 
pg, B)ウレタン麻酔下のラット視床下部から
の透析液， C)a-MH (5 mg/kg, i.p.)投与
30~60分後の透析液． HAは著明に減少し，脳
に移ィ了した a-MHのピークが出現する．

がある．後者は，試料に [14C]-S-adenosylmethionineとHA-Nーメチルトランスフェラーゼ (HMT)を

加え， HAをt-MHに変えてこれをクロロホルムで抽出する方法で，内標準として一定量の[SH]-HAを

加えておき，生成されたt-MHの[14C]／巨H]の比から試料中のHA量を求めるのがダブルアイソトー

プ法であり， [3H]-S-adenosylmethionineのみを用いるものがシングルアイソトープ法である．しかし，

この方法では HMT を利用しているため，その阻害薬や基質となる a—メチルヒスタミンを投与した場合

には用いることができない．

II.脳内 HAおよぴt-MHの同時定量法

t-MHのみの測定法としては，ガスクロマトグラフィー・マススペクトロメトリーによる方法がある

が，装置が高価であり，またこの方法ではHAを別に定量する必要があることなどを考えると， HPLCに

よる HAとt-MHの同時定量の方が何かと都合がよい．著者らは， HAとt-MHをブタノール抽出，陽イ

オン交換カラムによる精製後に， 2-mertaptoethanol存在下に OPAと反応させ， HPLCで分離定量する

プレカラム法で脳内HAとt-MHの同時定董を行った．この方法は実際的にはいろいろな工夫が必要で

あるが，装置が簡単で分析時間も短くてすむため多数の試料の微量定量に適している”•

III.脳内 HAの代謝回転速度および半減期

HA神経の活動性は HA の代謝回転速度を測定することにより推定できる． HA は HDC により L—ヒ

スチジンから合成され，神経から遊離された HAは再取り込みされずにほとんどすべて HMTにより t-
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図3 脳内HAの合成および代謝経路と HA代謝回転の測定
a-FMH, metoprine, pargylineは合成および代謝阻害薬．右図は

マウス全脳における，a-FMH投与後のHAの減少と pargyline投

与後のt-MHの蓄積．

MHとなり，これはさらに B型モノアミン酸化酵素 (MAO)によって代謝される．定常状態では HAの

合成および代謝速度が一定であると仮定すれば，合成あるいは代謝阻害薬を利用することによって HAの

代謝回転速度を測定できる（図 3).

“ーフルオロメチルヒスチジン (a-FMH) は強力で特異的な非可逆的HDC阻害薬である叫マウスに

a-FMHを投与すると脳内 HA含量は指数関数的に減少し， 4時間後には投与前値の約 40~50％となり，

少なくとも 48時間後まではそのままの状態が続く 9>_a-FMHにより減少しない HAは，肥満細胞のよう

な非神経性細胞に由来する半減期が非常に長いもので， a-FMHによる HAの最大減少量は神経性HA

の葦を表すものと考えられる． HAの代謝回転速度は， a-メチルチロシン投与によるカテコラミンの代謝

回転速度の測定の場合と同様に算出できる．すなわち代謝回転速度は，

-d [HA]/dt=k [HA]。
ただし，［HA]。は神経性HAの定常レベル，［HA]はa-FMH投与後時間tにおける HAレベル， Kは

HA減少（代謝回転）の速度定数を表す．

積分して， log!。に変換すると，

log [HA] = log [HA]。―0.434kt 
log [HA]を時間tに対してプロットすると直線が得られ，その勾配 (-0.434k)から速度定数および

代謝回転速度が求められる． HA半減期 (t1,,)は，この式に [HA]=[HA]。／2を代入して， 0.693/kと

なる．

MAO阻害薬パージリンを投与すると脳内t-MH含量が初めの数時間はほぼ直線的に増加し，この蓄積

速度から HAの代謝回転速度を測定できる． a-FMHを利用する場合には HAの減少を調べるために

HAの測定にはそれだけより高度の厳密性が必要となるが，この方法ではt-MHの増加を調べるためにそ

の測定は逆に容易になり，また薬物の効果も検討しやすいという利点がある．著者らによりこの方法で測

定された HAの代謝回転速度は，ラット全脳で0.37nmol/g/h,マウス全脳では0.35~0. 55 nmol/ g/hで

あるII). HAの代謝回転速度は視床下部で最高である．その他の部位における順序は動物種や報告により

異なるが，橋・延髄や小脳では低い．ラット脳内各部位における神経性HAの半減期は，線条体で7.7分

と最も短く，視床や視床下部では逆にそれぞれ42.3分， 56.6分と長い．ラットの他の部位では 10~25分

である 10)• 
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HA神経の終末にも他の神経系にみられるようなシナプス前受容体（止受容体）を介する HAの遊離お

よび合成調節機構が存在する．この H3受容体に強力かつ特異的で，しかも血液脳関門を通過できるアゴ

ニストの a—メチルヒスタミンならびにアンタゴニストのチオペラミドが開発され，それぞれ大脳皮質切

片からの HA遊離を著明に抑制ならびに充進させる叫これらはパージリンによる脳内t-MHの菩積をそ

れぞれ著明に抑制および促進する見

HMT阻害薬メトプリンは，特異性が低いこと，脳内HMT活性が非常に高いこと， HAの蓄積により

フィードバック機構を介する代謝回転の低下が比較的早く起こることなどの理由により HA代謝回転の

測定に利用できない．

HAの代謝回転速度はアイソトープ法によっても測定されている．これは，［3H]ーヒスチジンを脳室内あ

るいは静脈内に投与し， [sH]ーヒスチジンと合成された『HJ-HAの脳内濃度の経時的変化から HAの代

謝回転速度と半減期を算出する方法である．この方法では，ラット全脳でHAの代謝同転速度は0.31

nmol/g/h,半減期は46分，またマウス全脳でそれぞれ0.29nmol/g/h, 49分と，パージリンによる t-MH

の蓄積により求められたものに近い値が報告されている．

閃脳内微小透析法による細胞外HA濃度の測定

脳内微小透析法は神経伝達物質の細胞外濃度を無麻酔無拘束下に測定することができるため，モノアミ

ン，アセチルコリン，アミノ酸などの細胞外液中動態を研究するために広く応用されている．しかし，脳

内HAの微小透析法による実験は，高感度HA測定法や組織傷害による非神経性HAの混入などの問題

があり，とくに無麻酔無拘束下では細心の注意が必要である．少なくとも測定した HAが神経由来である

ことを十分確認しなければまったく意味がない．そのための薬理学的手段として， a-FMHおよび a メチ

ルヒスタミンは非常に有用である．

微小透析法による検討は，特定な機能との関係を考える場合には，測定感度およびプローブの大きさの

問題で，ラットでは線条体や大脳皮質に限られる．次に著者らが行った線条体における無麻酔無拘束での

実験について．実験方法および結果を述べる叫

ラットをペントバルビタール麻酔下に脳定位固定装置に固定し． u字型プローブ（エイコム製， BDP-
UI-8-03)を目的部位に植え込み，翌日に無拘束下で1μ1/minの速度でリンゲル液の潅流を行った。潅流

液は過塩素酸と混合して直接ループインジェクターに集め 30分毎に HPLCに注入し、イオンペアー

HPLCーポストカラム法でHAを定量した。この方法による HAの検出限界は0.5pgである．潅流液中の

HA濃度は潅流開始直後は高い値を示したが， 1時間から 7時間後はわりに安定で5.9~8. 4 pg/30 min 

であった．このプローブのinvitroの回収率37.7％を考慮すると，線条体の細胞外HA濃度は4.6~6.7

nMと推定された。 HA遊離量は，潅流液中のK＋ィオン濃度を lOOmMに上昇させると約40％増加し，

lμMのテトロドトキシンを添加すると基礎遊離量の 32％にまで低下した．また， a-メチルヒスタミン投

与では 12％に減少し（図2),a-FMHでは投与4時間以後には検出限度以下にまで減少することから，

測定された HAのほとんどが神経活動に由来するものであることが薬理学的に明かとなった．

著者らはこのようなHA遊離に対するいくつかの中枢作用薬の効果を調べた3,4l.HA遊離量はペントバ

ルビタールナトリウム (50mg/kg, i.p.）およびGABAアゴニスト，ムシモール (5mg/kg, i.p.)の投与

で， 20％および30~50％に一過性に減少し，ジアゼパム (20mg/kg, i.p.）投与では3時間後まで約50%

の減少を示した．△9ーテトラヒドロカンナビノール (5mg/kg, i.p.）は投与30分後ではHA遊離量を 60

％増加させたが，投与2時間後では逆に投与前の20％に著明に低下させた．一方．塩酸モルヒネ (5mg/

kg, s.c.）は，投与3時間後まで2, 3倍に著明に増加させた．これらの結果は代謝回転に対する薬物の効

果とほぼ一致している．

おわりに

現在，脳内の HA神経系や受容体の分布はかなり詳細に明らかにされている．また，優れた HDC阻害

薬やH3アゴニストおよびアンタゴニストの登場により選択的に内因性のHA神経機能を変化させるこ
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とが可能である．さらに本稿で述べたように， HA分析法も進み，代謝回転や細胞外濃度を調べることに

より神経活動の変化を正確にとらえることができるようになってきた．今後，さらに特異的で実用的な受

容体作用薬や HMT阻害薬などの開発が望まれるが，総合的な研究により HA神経系と疾患との関係あ

るいは機能的役割が明らかになってくるであろう．
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