
序論

　血管新生は，生理的な血管新生と病的な血管新生とに
分けられる．前者は，胎児期の発生過程や創傷治癒の過
程で生じる秩序だった血管新生であり，血管の内腔に存
在する一層の血管内皮細胞に，ペリサイトあるいは血管
平滑筋が裏打ちして，構造的に安定が保たれている．一
方，病的血管新生はがんや慢性炎症疾患などで生じ，壁
細胞の内皮細胞への接着が欠乏しており，血管の走行は
乱れ，無秩序の血管構造を示している．
　癌治療において腫瘍血管を標的とする考えは，VEGF

（vascular endothelial growth factor）-Aに対する抗体ベ
バシズマブをはじめとし，臨床的な効果が示され，癌治
療の中心的な役割を担っている．一方で，VEGFをター
ゲットとした薬剤には限界もあり，抵抗性を示したり，
悪性度が増すといった症例も報告されている 1）2）．これ
らの薬剤には，軽度の腎障害などの副作用も報告されて
おり，VEGFに代わる他の血管新生調節因子を標的とし
た治療開発が望まれている．
　

AMとAMノックアウトマウスの表現型

　アドレノメデュリン（Adrenomedullin：AM）はヒト
副腎髄質由来の褐色脂肪細胞腫組織から発見された血管
拡張作用を有する，52個のアミノ酸からなるペプチド
であり，特徴として分子内に６個のアミノ酸よりなるリ
ング構造とC末端にアミド基を有している 3）4）．AMは
当初，降圧作用を中心に注目されてきたが，その後のさ

まざまな研究により，血圧調整作用以外にも細胞増殖，
分化，遊走，抗酸化作用，抗炎症作用，抗アポトーシス
作用など，多様な生理活性を有することが明らかとなっ
た 5）〜8）．血中AM濃度は，高血圧，心不全，腎不全など
の病態において，その重症度に応じて上昇することが報
告されており，それぞれの病態への関与が示されている．
これまでの研究により，AMノックアウト（AM-/-）マ
ウスは，血管の発生，血管の発達が未熟であるとともに，
血管壁の構造に異常を認め，胎生致死となることがわ
かった（図１左）．もっとも顕著な所見は全身性出血で
あった．このことからAMは成体においては降圧作用，
臓器保護作用などを有するが，胎児期においては血管の
発生に必須であることが明らかとなった9）．

AMの受容体について

　AMとそのファミリー因子であるカルシトニン遺伝子
関連ペプチド（calcitonin gene-related peptide：CGRP）
は同一の7回膜貫通G蛋白共役型受容体であるcalcitonin 
receptor-like receptor（CLR）を共有している 10）．CLR
はAM受容体活性調節蛋白receptor activity-modifying 
protein（RAMP）1，2，3のいずれかと重合することによ
り，リガンドであるAMやCGRPなどのAMファミリー
因 子 と の 親 和 性 が 制 御 さ れ て い る． 主 と し て
CLR+RAMP1の組み合わせではCGRPの受容体となり，
CLR+RAMP2もしくはRAMP3ではAMの受容体とし
て機能する．このような受容体システムの巧妙さがAM
の生理機能の多様性を生み出していると考えられる．
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RAMP2ノックアウトマウスの表現型

　我々は，AM-/-マウスが致死となる発生段階において，
RAMPサブアイソフォームの中でも特にRAMP2の発現
が高いことに着目し，血管におけるAMの発現には
RAMP2が関与しているのではないかと考えた．そこで，
AM-RAMP2系の病態生理学的意義を検討するために，
次にRAMP2ノックアウト（RAMP2-/-）マウスを作成
した．RAMP2-/-マウスは，AM-/-マウス同様，胎生中
期に致死となり，血管の発達不全とともに，著明な浮腫
や出血が認められた（図１右）．電顕による観察では卵
黄動脈の血管内皮細胞の基底膜からの剥離が認められ
た 11）12）．さらにRAMP2-/-マウスにおいては代償性の
AMの発現亢進を認めたが，CLRや他のRAMPサブア
イソフォームの発現には変化を認めなかった．このこと
からRAMPサブアイソフォームの間には機能的な相補
性がなく，血管の正常な発生にはAM-RAMP2系が必須
であり，血管機能における中心的な役割を担っているこ
とが示された．

　次に，我々は血管におけるRAMP2の病態生理学的意
義を明らかとするためにCre-loxPシステムを用いて
RAMP2 floxマウスと，血管内皮細胞特異的にCreリコ
ン ビ ナ ー ゼ を 発 現 す る vascular endothelial（VE）
-cadherin Cre transgenicマウスを交配することで，血
管内皮細胞特異的RAMP2ノックアウト（E-RAMP2-/-）
マウスを作成した．E-RAMP2-/-マウスはRAMP2-/-マ
ウスと比較して，胎生後期まで発生が進むものの，周産
期に全身性の著明な浮腫とそれに伴う体重の増加が認め
られ，周産期に約95%が死亡することが確認された 13）．
E-RAMP2-/-胎児の組織では，腸管の絨毛の毛細血管の
構造異常，肺の間質の浮腫，電顕からは血管内皮細胞の
空胞化や基底膜からの剥離などが観察された．一部の

E-RAMP2-/-では成体が得られたが，胸部大動脈は内皮
細胞のみならず，平滑筋層にも構造異常が見られた．各
主要臓器では血管炎様の細胞浸潤が認められた．

癌とAM

　一方で，ヒトの様々な癌病態でも，AMとその受容体
の高発現を認めることが多数報告されている 14）．また
我々の施設でも，肝癌において，特に血管に富む病変で
は，AMとその受容体の高発現を認めるという知見を得
ている．実際にマウスの腫瘍移植モデルにおいて，AM
とその受容体のポリクローナル抗体が腫瘍血管の成長を
阻害し，生存率を上昇させ，一部の腫瘍モデルでは寛解
に至ることが報告されている 15）ことから，我々は腫瘍
血管新生や腫瘍増殖にAM-RAMP2系が関連しているの
ではないかと考えた．

方法

　我々はこれまで，全身性の RAMP2 ノックアウト
（RAMP2-/-）マウスや，血管内皮細胞特異的なRAMP2
ノックアウト（E-RAMP2-/-）マウスを作成し，検討を
行ってきた．しかし，RAMP2-/- は胎生致死であり，
E-RAMP2-/-マウスも得られる成体が少ないため，成体
期におけるRAMP2の機能解析には限界があった．そこ
で本研究では，RAMP2 floxマウスと，VEカドヘリン
-MerCreMerトランスジェニックマウスを交配すること
で，マウスが成体になった後，薬剤（タモキシフェン）
誘導性により，血管内皮細胞のRAMP2のみを特異的に
欠損させることのできるdrug induced-E-RAMP2-/-（DI-
E-RAMP2-/-）マウスを樹立した．DI-E-RAMP2-/-マウ
スを用いてAM-RAMP2系による病的血管新生の役割，

図１　AM-/-とRAMP2-/-の表現型

図２　E-RAMP2-/-の表現型
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特に腫瘍血管新生について検討した．更に，腫瘍転移モ
デルを作製し，転移および転移前土壌についても検討を
行った．
　
【腫瘍増殖，腫瘍血管新生評価モデル】

　腫瘍血管新生を評価するために，B16F10メラノーマ
細胞の皮下移植実験の検討を行った．DI-E-RAMP2-/-で
はコントロールマウスと比較して血管新生は減弱し，そ
の結果，腫瘍重量は低下した．さらに腫瘍内血管新生の
低下により，不安定化した腫瘍組織となり，マクロ像で
も腫瘍が自壊する様子が観察された（図３）．そこで，
DI-E-RAMP2-/-の血管新生評価を行うため，マウスの
皮下にマトリゲルを移植すると，DI-E-RAMP2-/-では血
管新生の先端部である血管先端細胞（Tip細胞）の形成が
不良（図４）であり，Tip細胞の誘導に関わるVEGF-A/ 
VEGF R-2や血管安定化に関わるAngiopoietin1/Tie2の
発現が有意に低下していた（図３）．したがって，AM-
RAMP2系の下流の１つとして，腫瘍血管新生に重要な
Tip細胞形成に関与するVEGF-A-VEGFR-2シグナルが

存在すると思われる．

【メラノーマの足底部移植による自然肺転移モデル】

　次に，別のメラノーマ細胞株を用いて，転移モデルの
検討を行った．B16BL6メラノーマ細胞は足底部に移植
することで，肺への転移を引き起こす．足底部の腫瘍が
増大してきたところで，切除を行い，その後自然肺転移
するまで経過観察を行った．その結果意外なことに，
DI-E-RAMP2-/-では肺への転移率が有意に亢進してい
た（図５）．また，肺へ転移したメラノーマ細胞のコロニー
のカウントにおいてもDI-E-RAMP2-/-はコントロール
マウスと比較し，高値を示した．
　そこで，DI-E-RAMP2-/-のRAMP2欠損誘導後，肺に
おける遺伝子発現の検討を行うと，血管内皮細胞の接着
因子であるVE-カドヘリン，細胞骨格形成に関わるアク
チンの発現が低下していた．電子顕微鏡で肺を観察する
と，血管内皮細胞が基底膜から血管内腔へ突出，剥離す
るなどの血管構造異常が認められた．さらに時系列変化
を検討したところ，早期の段階から，血管壁にマクロ

図４　マトリゲル内に浸潤した血管先端部
の所見

図５　自然肺転移モデルの検討

図３　DI-E-RAMP2-/-における腫瘍血管新生の評価

腫瘍重量
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ファージの集積を認め，それに伴い炎症性サイトカイン
の発現が亢進していた．炎症はRAMP2欠損誘導後も持
続し，その結果，腫瘍細胞を転移巣へと呼び寄せるとさ
れる腫瘍細胞遊走因子，S100A8/A9，SAA3の高発現を
認めた（図６）．

【腫瘍微小環境における内皮間葉系転換（EndMT）】
　次に，原発巣の腫瘍血管に着目し，詳細な検討を行う
と，DI-E-RAMP2-/-では血管内皮細胞が間葉系細胞マー
カー陽性となっていることが確認された（図７）．細胞
間接着が障害され，細胞増殖を認めるなど，内皮間葉系
転換（endothelial-mesenchymal transition；EndMT）を
引き起こしていることが明らかとなった．それに伴い，

腫瘍血管でも血管構造が不安定化し，腫瘍細胞が漏れだ
しやすい血管へと変化していた．これも癌の転移促進に
寄与すると考えられた．EndMTを生じた血管内皮細胞
の 一 部 は， が ん 関 連 線 維 芽 細 胞（cancer-associated 
fibroblast；CAFs）に形成することが明らかとなってお
り，癌細胞の浸潤，転移を促進することが報告されてい
る16）．
　そこで，DI-E-RAMP2-/-の初代培養した血管内皮細
胞に，TGF-β添加によるEndMT誘導実験を行うと，
コントロールマウスと比較し，間葉系マーカー陽性細胞
が有意に増加していた（図７）．

図６　RAMP2欠損誘導後の肺における変化

図７　腫瘍内血管におけるEndMT所見
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【AM-RAMP2系賦活化による癌転移治療実験】
　AM-RAMP2系を活性化することで転移を抑制できる
かどうかの検討を行った．まず始めに，in vitroにおい
てヒト臍帯静脈血管内皮細胞（HUVEC）にTGF-β添
加によるEndMT誘導実験を行うと，予めAMを投与し
ておいた群ではEndMT変化を抑制することが明らかと
なった（図８上）．さらに，蛍光タンパクであるDsRed
を導入したB16F10メラノーマとRAMP2を過剰発現さ
せた血管内皮細胞（RAMP2O/E EC）を重層培養法で，
腫瘍細胞の接着評価を行った．その結果，コントロール
と比べ，RAMP2O/E ECでは腫瘍細胞の接着を抑制し，
ICAM-1/VCAM-1の発現抑制も確認された．最後に血
管内皮細胞特異的RAMP2過剰発現マウス（E-RAMP2 
Tg）を作成し，メラノーマの自然肺転移モデルを行うと，
E-RAMP2 Tgでは癌の転移を抑制し，生存率の改善を
認めた（図８下）．

総括

　以上のことから，AM-RAMP2系は腫瘍血管新生に働
きかける一方で，腫瘍の転移については抑制する作用が
あることが明らかとなった．したがって，原発巣摘出後
のアジュバントセラピーの治療標的として応用が考えら
れる．大変興味深いことに，別の心血管ペプチドである
ANPが癌転移を抑制することが他のグループからも報
告されている17）．このように，心血管ペプチドは，これ
まで予測されなかった様々な機能を有する可能性があ

り，遺伝子改変マウスを利用した研究は，未だ治療法が
開発されていない疾患への新規治療法の重要な手がかり
を提供する可能性がある．我々は現在，RAMPサブア
イソフォーム特異的に働く低分子化合物の作出を進めて
おり，将来的に治療薬として応用していきたいと考えて
いる．中でも，AM-RAMP2系の血管恒常性機構に着目
することで，癌転移を抑制する新しい治療法への開発が
期待される．

図８　AM-RAMP2系賦活化実験

図９　AM-RAMP2系の腫瘍増殖，転移における病態生
理学的意義
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