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研究成果の概要（和文）：慢性蕁麻疹の病態と血液凝固異常の関係が指摘されているが、局所における血液凝固
反応の亢進とそれに次ぐ膨疹形成機構は明らかでない。本研究では、血管内皮細胞が発現する組織因子（TF）に
着目し、ヒスタミン、微生物由来成分（LPS）によるTF発現機構の解明と血管透過性への影響を検討した。その
結果、血管内皮細胞であるHUVECをヒスタミン、LPSで同時に刺激すると、相乗的にTF発現が増加することを見出
した。また、発現したTFは、外因系凝固反応を駆動し、活性化凝固因子を産生すること、さらに、産生された活
性化凝固因子は、血管内皮細胞のPAR1受容体に作用し、血管透過性を亢進することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）： Chronic spontaneous urticaria (CSU) is a common skin disorder characterized
 by daily recurring wheal and flare with itch in association with mast cell degranulation. Although 
the involvement of the blood coagulation cascade and infections in CSU has been suggested, the 
trigger of the coagulation cascade and the relationship of infections to wheal formation induced by 
mast cell degranulation are unclear. We here investigated the effect of histamine and LPS on tissue 
factor (TF) expression on endothelial cells followed by activation of the coagulation pathway and 
intercellular gap formation. Histamine released from basophils and LPS synergistically induced TF 
expression on human endothelial cells (HUVEC) via the histamine H1 receptor and TLR-4. Moreover, the
 synergistically expressed TF on HUVECs induced contraction and intercellular gaps between HUVECs in
 the presence of plasma. These reactions were inhibited by an antagonist against protease activated 
receptor (PAR)-1. 

研究分野：アレルギー学
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１．研究開始当初の背景 
慢性蕁麻疹は、明らかな誘因無く膨疹が毎
日繰り返して出現する疾患であり、肥満細胞
から遊離されるヒスタミンが血管内皮細胞
に作用して膨疹が形成されると考えられて
いる。肥満細胞の活性化機序として、一部の
症例では肥満細胞膜上の高親和性IgE受容体
や IgE 抗体に対する自己抗体が認められる。
また、疲労・ストレスや感染症などが増悪因
子となる症例もあるが、多くの慢性蕁麻疹の
発症機序は依然不明であり、治療では抗ヒス
タミン薬に抵抗する症例も多い。 
近年、慢性蕁麻疹の病態に血液凝固系が関
与していることが報告されており、患者血漿
ではトロンビンの産生が増強し、フィブリン
の分解により生じる D-dimer が上昇する。さ
らに、病変部皮膚の炎症細胞に、凝固系を開
始する因子である組織因子（ tissue 
factor:TF）が発現しているという免疫組織
学的報告もある。すなわち、TF 発現によって
駆動された凝固反応の結果産生されたトロ
ンビンにより、安定化フィブリンが生じ、フ
ィブリンは線溶系により分解されて、
D-dimer を生じると考えられる。これまで
我々は、血漿中の凝固関連分子である、
D-dimer と Fibrin degradation product 
(FDP)が、慢性蕁麻疹の重症度に相関して上
昇し、さらに in vitro での凝固進行速度が
病勢に並行して変動することを見出した。ま
た、一部の慢性蕁麻疹ではヘパリン、ワーフ
ァリン等の抗凝固剤により症状が抑制され
ることが示されている。また、細菌やウイル
ス感染が慢性蕁麻疹の増悪因子となること
も知られている。これらの知見は蕁麻疹にお
ける膨疹形成に凝固反応と微生物感染が密
接に関与していることを示唆している。 
しかしながら、どのような刺激により、ど
のような細胞が TF を発現し、発現した TF に
より開始された凝固系がどのようにマスト
細胞を活性化し、膨疹を誘発するのか、さら
にはどのような抗凝固活性が蕁麻疹の治療
標的として適しているかなど、なお不明な点
が多く残されている。 
 
２．研究の目的 
TF 発現細胞として最近我々が見出した血
管内皮細胞と、末梢血好塩基球の働きに着目
し、好塩基球活性化により始まる血管内での
TF 発現メカニズムの解明と、TF 発現により
駆動される血液凝固系が血管透過性の亢進、
その後のマスト細胞を含む免疫細胞を活性
化する仕組みを解明することで、難治性慢性
蕁麻疹の機序解明と新しい薬物治療ターゲ
ットの探索に繋げる。 
 
３．研究の方法 
TF 発現にはヒト臍帯血由来血管内皮細胞
（HUVEC）、ヒト微小血管内皮細胞（HMVEC）
を使用した。血管内皮細胞に発現した TF は
RT-PCR により mRNA レベルの発現、フローサ

イトメトリ法により細胞膜タンパクレベル
の発現を確認した。細胞表面に発現した TF
の外因系凝固反応駆動能は、外因系凝固因子
FVII、FX の活性化を比色法に検出可能な
Actochrome TF activity assay kit を利用
して測定した。血管内皮細胞同士の結合状態
と血管透過性は免疫蛍光法と in vitro でリ
アルタイムに血管透過性亢進をモニタリン
グ可能なインピーダンス法により評価した。 
 
４．研究成果 
血管内皮細胞である HUVEC、HMVEC をヒス
タ ミ ン 、 細 菌 由 来 成 分 で あ る LPS
（Lipopolysaccharide）でそれぞれ刺激する
と、濃度依存的に TF の発現が増加すること
を見出した。さらに、HUVEC、HMVEC 細胞に対
してヒスタミン、LSP の同時刺激を行うと、
それぞれの刺激による発現量を足し合わせ
たよりもはるかに大きな TF 発現（mRNA、膜
タンパクレベル）の増加が認められた（相乗
的 TF 発現増加）。 

 
 
さらにこの相乗的 TF 発現の増加は、H1 受
容体拮抗薬であるオロパタジン、TLR4 シグナ
ル伝達阻害薬である TAK-242 処理により、抑
制されることを見出した。さらに、ヒト末梢
血から分離した好塩基球と血管内皮細胞を
共培養した状態で、好塩基球を活性化する刺
激を与えると、血管内皮細胞の TF 発現が増
加すること、またこの TF 発現は H1 受容体拮
抗薬の処理により抑制されること、さらに
LPS 存在下で相乗的に増強されることを明ら

図１ TF 発現（mRNA レベル） 
血管内皮細胞に発現する TF は、ヒスタミ
ン刺激、ＬＰＳ刺激単独でも発現するが、
同時刺激によって有意に増強されるまた、
その発現はヒスタミン受容体遮断薬により
抑制される。 



かにした。以上の結果から、好塩基球から放
出されるヒスタミンと LPS 刺激は、それぞれ
血管内皮細胞の H1 受容体、TLR4 受容体に作
用し、顕著な TF 産生を引き起こすことが示
された。 
次に、細胞上に相乗的に発現した TF が血
液中で外因系凝固反応駆動し得るか検討し
た。Actochrome TF activity assay kit によ
り TF 活性を解析した結果、血管内皮細胞を
LPS、ヒスタミン単独で刺激場合に比べ、同
時に刺激を行った場合、より大きな外因系凝
固反応の駆動能があることが示された。以上
の結果により、ヒスタミンと LSP の同時刺激
を受けた血管内皮細胞は、相乗的に TF を発
現し、その結果血液中で外因系凝固反応が駆
動され、活性化凝固因子である FVIIa、FXa、
FIIa（トロンビン）を産生することが明らか
となった。 
 

 
 
次に、血管内で産生された活性化凝固因子
が血管透過性亢進を誘導し得るか検討した。 
その結果、外因系活性化凝固因子の内、FVIIa
ではなく、FXa と FIIa が血管内皮細胞の収縮
と、細胞間結合の解離を誘導することが明ら
かとなった。また、この反応は Protease 
activated receptor(PAR)-1 の 拮 抗 薬
（SCH79797）処理によって抑制されることを
見出した。最後に、TF を相乗的に発現する血
管内皮細胞にヒト血漿（凝固因子を含む）を
加えた際に、細胞上に発現する TF が引き金
となり、血漿中の凝固因子による凝固カスケ
ードが駆動され、その結果産生された活性化
凝固因子により血管透過性の亢進（血管内皮
細胞の収縮と細胞間結合の解離）が認められ
るか検討した。その結果、TF 発現細胞にヒト
血漿（最終濃度 1%）を加えると血管透過性が

亢進すること、また、加える血漿が外因系凝
固反応に必要な Xを欠損している場合、その
反応は起こらないことを明らかにした。また、
上記反応は凝固反応阻害薬であるヘパリン
やPAR-1受容体の拮抗薬によって抑制される
ことを明らかにした。 
以上の結果は、細胞上に大量の TF が発現
すると、血液中で外因系凝固反応が駆動され、
その結果生じた活性化血液凝固因子（FXa、
FIIa）が血管内皮細胞上の PAR-1 を介して血
管透過性の亢進を誘導している可能性が示
唆された。 

 
 
近年、皮膚組織内のマスト細胞は PAR-2 を
発現し、そのリガンドにより活性化されヒス
タミン等を放出することが報告されている。
さらに、血液凝固因子である FVIIa、FIIa、
FIIaはPAR-2のリガンドとなることが知られ
ている。そのため、本研究により明らかにな
った、血管内皮細胞上の TF が引き金となり
誘発される血管透過性亢進により、皮膚組織
に滲出した活性化凝固因子が皮膚組織内の
マスト細胞の PAR-2 を活性化し、さらに大量
のヒスタミン遊離と大きな膨疹形成を誘導
する可能性も十分に考えられる。本研究によ
り得られた成果から以下のような慢性蕁麻
疹発症仮説を立てることができる。慢性蕁麻
疹病態において、末梢好塩基球の活性化（±
細菌感染）（①）→好塩基球からの（少量の）
ヒスタミン遊離（②）→血管内皮細胞の TF
発現増強（③）→血液凝固系の駆動→活性化
凝固因子 FVIIa、FXa、FIIa(Thrombin)の産生
（④）→活性化凝固因子の血管外漏出（⑤）
→活性化凝固因子によるマスト細胞の活性

図２  膜発現 TF 活性（Actochrome 法） 
ヒスタミン、LPS で刺激した際に血管内
皮細胞に発現する TF は、外因系凝固反応
を駆動することができる。さらに、ヒスタ
ミン（His）・ＬＰＳ同時刺激により、その
活性は増強される。また、その増強は、ヒ
ス タ ミ ン H1 受 容 体 遮 断 薬 （ Olo; 
olopatadin）によって抑制されるが、H2受
容体遮断薬（Fam; Famotidin）では抑制さ
れない。 

図３ 血管透過性評価（蛍光観察法、イン
ピーダンス法） 
ヒスタミンとLPSの同時刺激により相乗
的に TF を発現した血管内皮細胞は、ヒト
血漿（上図中 plasma）存在下で外因系活性
化凝固因子を産生し、血管透過性を亢進さ
せる。 



化と大量のヒスタミン遊離（⑥）→ 蕁麻疹
の誘発（⑦）という、好塩基球活性化から始
まる蕁麻疹誘発の新しい経路が明らかとな
った。 
これまでの研究では、血液凝固反応とアレ
ルギー反応は切り離して考えられることが
多かったが、本研究を通して血液凝固異常と
アレルギー反応の密接な関係を証明するこ
とで、これまで解明されていなかった慢性蕁
麻疹の発症・増悪サイクルの一端を明らかと
なり、難治性アレルギー疾患である慢性蕁麻
疹の病態解明、さらには効果的な新規薬物治
療ターゲットの探索に繋がると期待される。 
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