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研究成果の概要（和文）： 

ヒスタミンによる血管透過性亢進に関して、ectodomain shedding を介した分子機構の一端を
解明した。本課題では血管内皮細胞に発現する接着分子 VE-cadherin に着目し、ヒスタミンを
介したシグナルが、VE-cadherin を細胞外領域で化学的に切断することを示した。方法は
Western blot に従い、可溶型 VE-cadherin を検出することにより shedding を同定した。 

 

研究成果の概要（英文）： 

The biochemical cleavage of VE-cadherin was found in cultured endothelial cells. Western 

blot analysis from cell lysates and conditioned media revealed that VE-cadherin undergoes 

ectodomain shedding in response to histamine, leading to the disruption of EC junctions 

and the induction of vascular hyperpermeability. These findings represent the development 

of urticaria, a pathological alteration of vasculature in the skin. 
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１．研究開始当初の背景 

急性蕁麻疹は、罹患者が多い代表的な皮膚

疾患であり、その病態を理解することは極め

て重要である。典型的な急性蕁麻疹は I 型ア

レルギー反応により誘導され、その主体は皮

膚肥満細胞が担う。肥満細胞の活性化により

ヒスタミンが遊離する一方、ヒスタミン受容

体(H1レセプター)は、血管内皮細胞が豊富に

発現する。H1レセプターは、7 回膜貫通Ｇ蛋

白質共役型受容体である。従って、H1レセプ

ターにヒスタミンが結合するとＧ蛋白を介

したホスファチジルイノシトールの加水分

解が起こり、イノシトール三リン酸(IP3)とジ

アシルグリセロールが増加する。IP3 は細胞

内 Ca2+濃度を上昇させ、血管内皮細胞の骨格

変化を誘導する。この結果、真皮毛細血管で

は血漿成分の漏出が生じ、病理組織学的には

血管浮腫、さらに臨床的には膨疹が形成され

る。 

しかし、物質透過性は細胞膜のインテグリ

ティーに依存するものであり、血管内皮細胞

の膜蛋白変化こそが、血漿成分の漏出の本質

である。しかし、蕁麻疹形成に関わる血管内

皮細胞の膜蛋白変化と、その分子機構に関す

る検討は国内外を通じて極めて乏しい。 
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２．研究の目的 

ヒスタミンによる血管透過性亢進に関して、

ectodomain shedding を介した分子機構を解

明する。蕁麻疹の本質は、ヒスタミンによる

血管透過性の亢進である。しかし、血管内皮

細胞の膜蛋白に着目した研究は極めて乏し

い。そこで、血管内皮細胞に発現する接着分

子 VE-cadherin に着目し、ヒスタミンを介し

たシグナルが、VE-cadherin を細胞外領域で

化学的に切断することを示す。この発想は世

界に先駆けるものであり、極めて斬新である。

さらに血管研究の難しさは、生体における血

管機能の変化を経時的に評価する方法がな

いことに起因する。そこで、本申請課題では

ex vivo 流体デバイスを開発し、皮膚微小血管

の変化を経時的に測定する新たな評価法を

確立する。この方法に立脚し、シグナル遮断

薬の薬理作用を経時的かつ定量的に測定す

ることを目指す。 

 

３．研究の方法 

①ヒスタミンによる ectodomain shedding 

血管の透過性変化は、ヒスタミン濃度に依存

する。通常の平面培養では、1 x 10-4 M で検

討する場合が多い。そこで本申請課題では、

VE-cadherinのectodomain sheddingの至適

化を行い、ヒスタミンに関する濃度依存性及

び時間依存性を検討する。方法は Western 

blot による。細胞は、ヒト新生児皮膚微小血

管由来初代培養内皮細胞(HDMEC)を用いる。 

②切断酵素の同定 

血管内皮細胞による ectodomain shedding

は、膜結合型 Metalloproteinase (MMP)が切

断酵素である場合が多い。そこで、候補遺伝

子を siRNA を用いてノックダウンし、切断

酵素を同定する。 

③抗ヒスタミン剤の薬効評価 

VE-cadherin の ectodomain shedding を指標
に、抗ヒスタミン剤の効果を判定する。方法
は Western blot で検出する。 
 
４．研究成果 
①ヒスタミンによる ectodomain shedding 
まず始めに、培養ヒト皮膚微小血管内皮細胞
に対するヒスタミンの至適濃度を検討した。
濃度は、1x10-1Mから 1x10-6M まで段階的に評
価した。時間は、ヒスタミン添加後 1分から
30 分まで経時的に評価した。この結果、
ectodomain shedding を誘導するヒスタミン
の至適濃度は、1x10-4Mであることが分かった。
次に、ヒスタミン濃度 1x10-4M を用いて

VE-cadherin ectodomain shedding の経時的
変化を Western blot で検出した。この結果、
VE-cadherinの sheddingはヒスタミン添加 1
分後から生じることを見出した（図１A）。 
②切断酵素の同定 
培養ヒト皮膚微小血管内皮細胞に発現する
可能性がある膜結合型 MMP として ADAM10 と
ADAM17 が存在する。そこで、各分子に対する
siRNA を培養ヒト皮膚微小血管内皮細胞し、
ヒスタミン存在下で VE-cadherinの shedding
を Western blot で検出した。この結果、
VE-cadherin の shedding は、ADAM10 または
ADAM17 で抑制されることを見出した。 
③抗ヒスタミン剤の薬効評価 
ヒスタミン受容体(H1レセプター)に対する 
拮抗阻害薬を用いて、ヒスタミン存在下で
VE-cadherinの sheddingを検出した。この結
果、あらかじめ培養ヒト皮膚微小血管内皮細
胞を抗ヒスタミン剤で処理した群では、
VE-cadherinの sheddingが抑制されることが
明らかとなった。この結果は、抗ヒスタミン
剤の効果が、培養ヒト皮膚微小血管内皮細胞
の膜表面の酵素活性に及び、ADAM10 または
ADAM17 の酵素活性を抑制する効果があるこ
とを示唆するものである。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１ （A）VE-cadherin は homophilic に結
合し、adherence junction を形成する。ヒス
タミンを始め、培養ヒト皮膚微小血管内皮細



 

 

胞に対して血管透過性因子を添加すると、細
胞膜にはカルシウム・インフラックスが生じ
る。この結果、培養ヒト皮膚微小血管内皮細
胞では細胞内シグナルが生じ、VE-cadherin

は細胞外領域で酵素的切断を受けることが
推測される。VE-cadherin の認識部位が異な
る二つの抗体を用いると、培養ヒト皮膚微小
血管内皮細胞で生じる ectodomain shedding

を検出できる。（B）ヒト皮膚由来血管内皮
細胞を用いた Western blot。ヒスタミン添加
1 分後、培養上清中に可溶型 VE-cadherin が
検出された。一方、細胞溶解液 cell lysate に
は C 末断片が出現した。この実験結果は、
VE-cadherinのectodomain sheddingを示唆
している。 
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