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研究成果の概要（和文）：表面プラズモン共鳴イメージング（SPRI）センサと、インピーダンス（IMP）センサ
を組み合わせることで、従来法では不可能であった時間的、二次元空間的分解能を持った細胞間結合状態を解析
する装置を開発した。また、IMPセンサ上に血管内の環境を模擬した、in vitro血管透過性評価法を開発した。
それを利用して、慢性蕁麻疹の増悪因子を加えると、いくつかの組み合わせで血管内皮細胞上に組織因子（TF）
が高発現し、血漿存在下で強い血管透過性亢進が起こることを示した。さらに、単球、血管内皮細胞と血漿成分
の共存在下で、単球が発現するＴＦも血管透過性の亢進に寄与することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed a sensor which can detect distribution of 
refractive index (RI) and impedance changes on a sensor chip without any labeling in a real time 
manner. Using the impedance sensor, we demonstrated that tissue factor (TF)-expressed on vascular 
endothelial cells (HUVECs) activate extrinsic coagulation cascade and induce gap formation of 
vascular endothelial cells in the presence of plasma. Moreover, we clarified TF expression levels 
are increased in patients with chronic spontaneous urticarial (CSU), and TF expressed on monocytes 
also induce activation of extrinsic coagulation cascade and then cap formation of vascular 
endothelial cells in the presence of human plasma by means of impedance sensor.

研究分野： アレルギー、バイオセンサ

キーワード： バイオセンサ　表面プラズモン共鳴　インピーダンス　慢性蕁麻疹　血液凝固
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、インピーダンスセンサ等のバイオセンサを利用して血管内外起きるイベントをin vitro検出でき
ることが明らかとなった。さらにその手法を利用して、センサ上に複雑な血管内外の環境を再現し、慢性蕁麻疹
が起こる仕組みの一端を明らかにすることに成功した。本技術は、難治性慢性蕁麻疹の詳細な発症機序の解明
と、新しい治療法の確立・治療薬の開発につながるものと期待する。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

生体の組織界面には強固な細胞間結合に基づくバリアが形成されており、生体の恒常
性維持に重要な役割を果たしている。そのため、バリアを形成する上皮・内皮細胞間の
結合の状態、機能、薬物に対する影響を解明・評価することは、臨床的に極めて重要な
課題である。血管の内壁は血管内皮細胞が互いに強固に結合してバリア構造を形成する
ことにより、通常、細胞・血漿タンパク質等の物質は通過できない。しかし、血管内外
での炎症、腫瘍血管等の病的な状態では、血管外に血漿成分、免疫担当細胞が漏出し浮
腫・膨疹（蕁麻疹）の形成、炎症の増悪に繋がる。血管透過性の亢進は血管内皮細胞の
収縮に伴う細胞間隙の増加が原因であり、血管透過性を亢進する物質としては
histamine、bradykinin、platelet-activating factor (PAF)等が知られているが、未
解明の血管透過性亢進機序が多く存在する。そのため、血管内外の細胞、血漿等の液性
因子を含む生体内環境下で血管透過性変化の過程を in vitro で評価することができれ
ば、血管内皮細胞に直接作用する物質の反応のみならず、長時間にわたり血管内・組織
内の細胞・タンパク質の反応を複数回介する複雑な血管透過性亢進メカニズムの解明、
さらに、血管透過性亢進が重要な疾患に対する効果的な治療薬の探索に応用できると考
えられる。 
 
 
２．研究の目的 

本研究では、光学的原理に基づく表面プラズモン共鳴イメージング（SPRI）センサと、
電気化学的原理に基づくインピーダンス（IMP）センサを個別に使用、または組み合わ
せることで、両者の長所を生かし、従来法では不可能であった時間的、二次元空間的分
解能を持った細胞間結合状態の解析を可能にする。また、センサ上に血管内、皮膚真皮・
表皮環境を構築することにより、生体内の反応を忠実に再現した次世代の in vitro 血
管透過性評価法を提供する。さらに本手法は、血管透過性評価のみならず腸管上皮、血
液脳関門等の細胞間結合が重要な役割を果たす組織のバリア機能評価と、その機能に影
響を及ぼす物質の探索にも容易に応用できる。これまでに、光と電気化学センサの両方
の長所を合わせ持った細胞計測技術が実用化された例は無い。今回提案する新しい評価
法が確立されれば、細胞の機能・状態を評価するために単数、または複数の物理パラメ
ータを用いる意義が示され、従来法とは異なる視点から生細胞を評価できる画期的な技
術の先駆けになるものと期待される。 
 
 
３．研究の方法 

研究計画を 3つの項目に分けて遂行した。各課題は、「①課題１： センサチップ上屈
折率分布変化、インピーダンス変化同時解析（SPRI-IMP）センサの開発」、「②課題２：
センサチップ上に生体内環境を模擬した in vitro 血管透過性評価モデルの開発」、「③
課題３： In vitro 慢性蕁麻疹モデルの構築と効果的な治療薬探索への応用」として、
それぞれについて研究を行った。血管内皮細胞として、ヒト臍帯血管内皮細胞（HUVEC）
を使用した。単球はヒト抹消血より単離した。血管内モデルを構築するためのインピー
ダンスセンサには iCELLigence（スクラム）を使用した。また、SPRI センサは、申請者
が独自に開発・作製した装置を使用した。 
 
 
４．研究成果 
①課題１ 

光学的原理に基づく表面プラズモン共鳴イメージング（SPRI）センサと、電気化学的
原理に基づくインピーダンス（IMP）センサは、それぞれ屈折率、インピーダンス（交
流における電気抵抗）を無標識、リルタイムに検出することができるバイオセンサであ
る。これらのセンサを組み合わせることで、両者の長所を生かし、従来法では不可能で
あった時間的、二次元空間的分解能を持った細胞間結合状態を解析するシステムを開発
した。SPRI センサ、インピーダンスセンサはどちらもセンサチップに金薄膜を使用す
るため、チップを融合することが可能となる。そこで我々は、高屈折ガラス（屈折率1.72）
上に櫛型の電極（膜厚は 50nm 程度）を作成し、両パラメータの同時解析を可能とした。
さらに開発したセンサを使って、RBL-2H3 細胞（ラット好塩基性白血病細胞）やヒト末
梢血好塩基球をはじめとする様々な生細胞の刺激応答を、屈折率の分布とインピーダン
ス変化の両面からモニタリングすることに成功した。その結果は Sensors 誌に掲載され
た（Sensors, 2019 May 3;19(9):2067.）。このように、これまでは検出できなかった屈
折率とインピーダンスの同時解析を行うことで、複数の物理パラメータを利用して様々



な細胞機能の解明につながると期待される。 
 

②課題２ ③課題３ 
IMP センサ上に HUVEC 細胞を培養し単層膜を構築し、培地中に血漿成分を加え血管内

の環境を模擬した in vitro 血管透過性評価技術を開発した（血管内モデル）。さらに上
述のように作製した血管内モデルを利用して、この環境内に histamine、vascular 
endothelial growth factor（VEGF）、Lipopolysaccharide（LPS）、tumor necrosis factor 
α（TNFα）、IL-33、IL-1β等の慢性蕁麻疹の増悪因子を組み合わせて血管内皮細胞を
刺激すると、いくつかの組み合わせ（例えば histamine と LPS、VEGF と TNFα、histamine
と TNFα、VEGF と LPS 等）で血管内皮細胞上に相乗的に組織因子（ＴＦ）が高発現し、
ヒト血漿存在下で強い血管透過性亢進が起こることを明らかにした。それらの結果から、
LPS、TNFα、IL-33 をグループ１、histamine と VEGF をグループ２と分類することで、
異なるグループの物質で刺激をすると、創業的な TF の発現が引き起こされることを解
明した。その成果は Journal of Dermatology 誌に掲載された（J Dermatol. 2020 
Nov;47(11):1293-1300.）。 

さらに慢性蕁麻疹において、単球の TF 発現が増加しているか検討するため、慢性蕁
麻疹患者と健常人、他のアレルギー疾患において TF 発現の増加が起きているかフロー
サイトメトリ法を使って検討した。その結果、慢性蕁麻疹患者の単球では膜上の TF 発
現が増加していることを明らかにした。さらに、上記の血管内モデルに TF を高発現し
た単球とヒト血漿成分が存在すると、単球のＴＦが外因系血液凝固反応を駆動し、産生
された活性化血液凝固因子（特に Xa,IIa）が血管内皮細胞上の受容体に作用すること
により、血管透過性の亢進が引き起こされることを明らかにした。その成果は Allergy
誌に掲載された（Allergy. 2020 Apr;75(4):971-974.）。また、センサチップ上に、皮
膚の真皮、表皮を模擬した血管外モデルについても作製中であり、今後は血管外からの
刺激による血管透過性評価メカニズムの解明に利用できると考えられる。 

以上のように本研究では、血管透過性を in vitro で、リアルタイムかつ無標識で評
価する新しい技術の開発と、それを利用して慢性蕁麻疹発症機序の一端と解明すること
に成功した。今後さらに研究を進めて行くことで、複雑な慢性蕁麻疹の病態解明や、そ
の他の血管透過性の亢進が引き金となる様々な疾患に対する新しい治療法・治療薬の開
発につながるものと期待する。 
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