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Ⅰ．はじめに

　血管は全身に分布して，生体機能の維持に必須の役割
を果たす．一方で，血管の障害は，癌，脳卒中，心臓病の
３大生活習慣病の病態にも深く関わっている．さらに血
管の恒常性維持のための調節システムの異常と，その修
復過程の破綻は，様々な慢性臓器障害の原因となる．血
管の恒常性維持において中心となるのが，血管内皮細胞
である．血管内皮細胞は血管構成細胞の中でも，体内最
大の臓器間ネットワークを形成し，体内恒常性を維持す
る生理活性分子を産生する（１－３）．
　ナトリウム利尿ペプチド，エンドセリン，アドレノメ
デュリンなどの重要な生体内生理活性分子の発見は我が
国でなされ，その後の研究も我が国が世界をリードして
きた．これらの分子は，多彩な生理活性を有し，生体内
恒常性維持において重要な役割を有する．中でもアドレ
ノメデュリン（Adrenomedullin：AM）は，血管をはじ
め全身の組織で広範に産生される血管作動性物質である．
AMは血管拡張物質として発見され，高血圧，心不全，腎
不全などで血中濃度が上昇することから，各疾患への関
与も示唆されてきた．
　AMは，全身の組織に広く分布し，血管においては血管
内皮細胞や，平滑筋細胞から産生される．AMは当初，血
管拡張作用を有する血管作動性ペプチドとして注目され
たが，その後の研究から，抗炎症作用，抗アポトーシス
作用，抗酸化作用など，多彩な生理活性を有することが
明らかとなってきた．AMノックアウトマウス （AM̶/̶）
は，胎生期の血管の発達が未熟であり，血管の構造に異
常を認め，胎生致死となる（４）．このことから，AM
が血管の発生に必須であることが明らかとなった．また，

AMヘテロノックアウトマウス（AM+/̶）は，成体まで
成長し，外見の変化はないが，心血管系に傷害を加えた
ときの心肥大，線維化，腎障害，動脈硬化が亢進してい
る．これに対し，血管特異的AM過剰発現マウスでは，臓
器障害や動脈硬化に抵抗性を示すことから，AMが臓器
保護作用，抗動脈硬化作用を有することが報告されてい
る（５－９）．
　一方，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（CGRP）は，CLR （calcitonin̶
receptor̶like receptor）という７回膜貫通Gタンパク共
役型受容体を共有している（10）．AMとCGRPに対する
CLRの特異性は，１回膜貫通型タンパクである受容体
活性調節タンパクRAMP （receptor̶activity̶modifying̶
protein）により規定されていると考えられている．
RAMPには ，RAMP１，２，３の３種類が報告されている．
CLR+RAMP１の組み合わせは主としてCGRPの受容体
として作用し，CLR+RAMP２, CLR+RAMP３では，主
としてAM受容体として機能する．
　AM̶/̶が致死となる直前の胎生期の血管内皮細胞にお
いては，受容体活性調節タンパクRAMPのサブアイソ
フォームの中でも，特にRAMP２の発現が亢進してい
た．実際に，RAMP２
単独ノックアウトマウ
ス（RAMP２̶/̶）を作
製してみると，RAMP
２̶/̶はAM̶/̶同様，血
管の発達不全，構造異
常，著明な浮腫（図１）
や出血などにより，胎
生致死であった（11）．
RAMP２̶/̶胎児の血
管における遺伝子発現
の変化を検討すると，
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図１．RAMP2ノックアウト
マウス胎仔（E14.5）の
外観
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RAMP２が欠損することによって，代償性のAMの発現
亢進が認められたが，CLRやその他のRAMP発現量に変
化が認められず，RAMP２欠損によりAMの受容体機能
が失われること，その他のRAMPサブアイソフォームと
の間には機能的な相補性がなく，血管の正常な発生には
AM̶RAMP２系が必要であることが示された．
　

Ⅱ．方法と結果

１）血管内皮細胞特異的RAMP2ノックアウトマウス胎
生期の表現形

　本研究では，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，RAMP２ fl ox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（12）
を交配し，Cre̶lox Pシステムにより，血管内皮細胞特異
的RAMP2ノックアウトマウス（E̶RAMP２̶/̶）を新た
に作製した．
　E－RAMP２̶/̶は，全身型のRAMP２ホモノックアウ
トマウス（Conventional RAMP２̶/̶）と比較して，胎生
後期まで発生段階が進むものの，表現形が強いものでは，
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，ほとんどの個体で，周産期の死亡が確認され
た（図２）．血管の電顕像からは，平滑筋細胞に変化は認

められないが，内皮細
胞では基底膜からの
部分的な剥離が確認
された．E̶RAMP２̶/̶
胎児の組織では，腸管
絨毛の毛細血管の構
造異常，肺の間質の浮
腫，電顕像では血管内
皮細胞の空胞化や基
底膜からの剥離などが
認められた．

２） 血管内皮細胞特異的RAMP２ノックアウトマウス
成体期の表現形

　コンディショナルターゲティングによるE̶RAMP２̶/̶で
は，RAMP２欠損の浸透率は100％ではない．E̶RAMP
２̶/̶のうち，RAMP２遺伝子発現が一部残った個体では
成体が得られた．成体のE̶RAMP２̶/̶は，野生型マウス
と比較して血圧が低下しており，胸部大動脈の病理所見
では，収縮性が失われたように血管が拡張していた．さら
に，６ヶ月齢E̶RAMP２̶/̶の大動脈では，細胞の老化の

マーカーとなるsenescence̶associated̶β̶galactosidase 
（SA̶β̶gal）染色陽性の所見が認められた．電顕による
観察では，内皮細胞の基底膜からの剥離と，平滑筋層の
断裂化が観察された（図３）．大動脈のリング標本のex 
vivo培養を行うと，E̶RAMP２̶/̶では，標本からの血管
新生が著明に低下している事が観察された．これらの結
果から，E̶RAMP２̶/̶成体では，血管内皮細胞のみなら
ず，平滑筋にも構造異常を認め，両者の機能障害を生じ
ていることが示唆された．

　全身型のRAMP２ヘテロノックアウトマウス
（Conventional RAMP２+/̶）は成体まで成長し，外見
上の変化は認めないが，１年齢を超える加齢マウスで
は，肺，腎臓，肝臓といった主要な臓器に血管炎様の細
胞浸潤が自然発症し，胸部大動脈では，SA̶β̶gal染色陽
性の所見が認められる．さらに，炎症性接着因子である
ICAM̶１，VCAM̶１が，８週齢の若年期から発現が亢

図２．血管内皮細胞特異的
RAMP2ノックアウトマウ
ス（E̶RAMP２ ̶/̶） 胎 仔
（E19.5）の外観

図３．６ヶ月齢マウスの成体の血管壁の電顕像
　E－RAMP２̶/̶では，血管内皮細胞の基底膜からの剥離と血管
平滑筋層の断裂化を認める．

図４．６ヶ月齢マウスの肺と肝臓の病理像
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進している．一方，E̶RAMP２̶/̶では，RAMP２+/̶よ
り，病変がさらに早期に出現した（図４）．血管炎様の所
見は若年期でも認められ，６ヶ月齢程になると，より著
明となった．浸潤細胞は，CD３やF４/80陽性細胞が多
いことからTリンパ球やマクロファージの浸潤による慢
性炎症が生じていることが示唆された．
　これらの細胞浸潤のメカニズムを検討するために，野
生型とRAMP２+/̶から，肝臓類洞内皮細胞を初代培養
し，マクロファージの接着実験をおこなった．RAMP
２+/̶由来の内皮細胞では，野生型と比較して，マク
ロファージの接着性が亢進していた．また，Real̶time 
PCR法により内皮細胞の遺伝子発現を検討したところ，
RAMP２+/̶の肝臓類洞内皮細胞では，VCAM̶１の発現
亢進，eNOSの発現低下が認められた．
　E̶RAMP２̶/̶の肝臓においては，６ヶ月齢以上の一部
のマウスで，肝硬変様の形態変化が認められた（図５）．
肝臓組織のSirius red染色による検討では，通常の肝硬変
とは異なり，線維化は肝細胞側ではなく，血管の走行に
沿って進行していることが認められた．
E̶RAMP２̶/̶の腎臓では，水腎症と多発性嚢胞腎が自然
発症し，嚢胞の周囲には線維化が著明であった（図６）．
糸球体も拡大しており，糸球体硬化症を伴っていると考
えられた．電顕像からは，糸球体において，足突起の融
合，基底膜の肥厚，内皮細胞と基底膜の部分的離開など
が確認された．

３）血管内皮細胞におけるAM̶RAMP２システムと酸化
ストレス

　AMは，強い抗酸化作用を有することが報告されてい
る．E̶RAMP２̶/̶における臓器障害の原因として，酸化
ストレス亢進の可能性を考え，スーパーオキシドの産生
を示すdihydroethidine（DHE）染色，不飽和脂肪酸の過
酸化物である４̶hydroxy̶２̶nonenal （４HNE）の免疫染
色，NADPH oxidaseの細胞質型のサブユニットである
p67̶phoxの免疫染色を行った．E̶RAMP２̶/̶の肝臓では，
斑状にDHE，p̶67phox陽性所見を認め，中心静脈周囲
に４HNE陽性所見を認めた．腎臓では，DHE，４
HNE，p67̶phoxともに尿細管に強い陽性所見が認められ
た．また腎臓では，NADPH̶oxidaseのサブユニットであ
るp22̶，p47̶，p67̶phoxの遺伝子発現が亢進していた．
　酸化ストレスへの応答性におけるAM̶RAMP２系の
意義を検討するため，ヒト臍帯静脈内皮細胞を細胞株
化したEAhy926細胞に，RAMP２を安定過剰発現させ
た細胞を作製した（11）．この細胞を用いて，早期老化
（premature senescence）を引き起こすことが知られて
いる，細胞への過酸化水素負荷実験を行った．RAMP２
過剰発現細胞では，AM投与下において，コントロール
に比較して，老化マーカーであるSA̶β̶galの染色性が低
下していた．

４） 薬剤誘導型血管内皮細胞特異的RAMP２ノックア
ウトマウス成体期の表現形

　E̶RAMP２̶/̶は，得られる成体が少ないため，成体
期の解析に限界があった．このため，次に薬剤誘導性に
よりオンデマンドに内皮細胞のRAMP２を欠損させる
ことができるdrug induced̶E̶RAMP２̶/̶ （DI̶E̶RAMP
２̶/̶）を作成した．このマウスでは，RAMP２欠損誘導
とともに，著しい体重増加を認めた．Evans Blueを用い
た血管透過性アッセイの結果，血管透過性の亢進が確認
された．さらに，RAMP２欠損誘導早期から内皮細胞の
接着因子の発現の亢進と，腎糸球体内皮細胞の蜂の巣状
の構造異常が認められた（図７）．図５．６ヶ月齢マウスの肝臓の外観

図６．６ヶ月齢マウスの腎臓の断面像 図７．DI̶E̶RAMP２̶/̶の糸球体の電顕像
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このマウスを用いて，下肢虚血モデルを作製し，血管新
生の評価を行った．DI̶E̶RAMP２̶/̶では，対照群と比
較して血流の回復遅延，免疫染色から毛細血管の発達不
全，間質の浮腫の増悪などが認められた．

Ⅲ.　考察

　Conventional RAMP２̶/̶は血管壁の構造異常により
致死となる．一方，E̶RAMP２̶/̶は，Conventional RAMP
２̶/̶と比較して発生段階は進むものの，全身性の浮腫を
引き起こし，肺の間質浮腫による呼吸不全，親マウスに
よる喰殺，育児放棄，授乳障害，腸管絨毛の浮腫による栄
養吸収障害など諸々の原因から，周産期にほとんどのマ
ウスが死亡する．Conventional RAMP２̶/̶マウスの胎生
期の血管壁では，４型コラーゲンやアクチンの発現低
下が認められ，電顕像から血管壁の菲薄化と層状構造
の破綻が観察される．これらのことから，RAMP２̶/̶
では，血管を構成する細胞の分化自体は認められるもの
の，血管壁構造が脆弱なため，血液循環開始後，最終的
に血管が破綻してしまうと考えられた．一方，E̶RAMP
２̶/̶では，血管内皮細胞の異常が，表現形の主因である
と考えられ，内皮細胞間の結合の脆弱性，基底膜からの
剥離などにより，血管内成分が漏れ出て，全身性の浮腫
になったと予想される．今回，E̶RAMP２̶/̶の多くが全
身性の浮腫により致死となったことから，血管内皮細胞
の異常が，RAMP２̶/̶の浮腫の表現形の主因となってい
ることが明らかとなった．
　一部のE̶RAMP２̶/̶では成体が得られ，病理学的解析
を中心に解析を進めた．E－RAMP２̶/̶成体の胸部大動
脈は，内皮細胞のみならず平滑筋細胞にも構造異常が観
察された．E－RAMP２̶/̶では，胎児期から内皮細胞が
基底膜から剥離しており，様々なストレスが血管平滑筋
層に大きく加わることにより，平滑筋細胞の形質変換を
生じ，血管の収縮力低下による血圧低下を引き起こして
いるのではないかと推測された．
　各主要臓器では，血管炎様の細胞浸潤が認められた．こ
れらの血管炎様の所見は，若年期でも認められるが，生後
６ヶ月ほど経過した個体において，より広範囲に現れ
る．同様の所見は，RAMP２+/̶でも生後１年後くらいか
ら徐々に認められる．一方でE̶RAMP２̶/̶では，RAMP
２+/̶より，病変がより早期に出現する．前述したよう
に，E̶RAMP２̶/̶では動脈壁の内皮細胞と平滑筋細胞の
構造異常が確認されている．さらに薬剤誘導型で成体期
から内皮細胞のRAMP２を欠損することが可能となる
DI̶E̶RAMP２̶/̶では，RAMP２欠損誘導早期の段階か
ら内皮細胞の接着因子の発現亢進が認められた．これら

のことから，内皮細胞の機能不全を端に，血管構成細胞
の形態が変化し，Transmigrationが起こりやすい環境で
あることがわかる．
　肝臓では，血管炎様の細胞浸潤のみならず，肝硬変様の
形態変化が確認できた．さらにF４/80染色では，活性化
されたマクロファージが多数確認できることから，慢性
炎症が起きていることが示唆される．また，線維化は中
心静脈周辺から広がるのではなく，類洞内皮細胞に沿っ
て進行していることから，類洞内皮細胞の障害が，肝線
維化のプライマリーな原因となっていることが予想され
た．腎臓においても，アドレノメデュリンのカウンター
パートナーとされるエンドセリンの血管特異的過剰発現
マウスが，加齢により嚢胞腎や糸球体硬化症などの腎障
害を示す．このことからE̶RAMP２̶/̶の腎臓における病
態は，内皮細胞の慢性傷害に起因することが予想される
（13）．
　E̶RAMP２̶/̶の肝臓，腎臓における，superoxide，酸
化脂質，NADPH oxidaseの亢進が免疫染色，mRNAから
確認された．AMには，強力な酸化ストレス抑制効果が
あり，E̶RAMP２̶/̶では酸化ストレスの亢進が臓器障害
を促進した一つの原因と考えられる．一方，RAMP２の
過剰発現内皮細胞に，過酸化水酸負荷をおこなったとこ
ろ，コントロールと比較して耐性を示した．このことか
ら，RAMP２は，AMを介して酸化ストレスの制御を可
能とすることが示唆された．

Ⅳ.　おわりに

　今回の一連のノックアウトマウスの解析結果は，血管
内皮細胞のRAMP２という，単独の因子の異常が，発
生・成体での双方の血管の恒常性維持破綻をもたらす
ことを示した初めての知見である．本研究により，AM
の発生における血管新生作用が主として血管内皮細胞の
RAMP２によって規定されていることが明らかとなっ
た．成体においても血管内皮細胞のRAMP２の急性欠損
により，血管新生の低下など，血管の機能不全を生じる
ことが明らかとなった．さらにRAMP２の慢性欠損によ
り，内皮細胞の恒常性が破綻し，血管の老化が亢進し，最
終的に全身の臓器不全を引き起こすことが示された．生
理活性ペプチドそのものは血中半減期が短いため，慢性
疾患の治療薬として応用するには制約がある．これに対
し，受容体側の調節因子である膜タンパクRAMPを標的
とすれば半減期の問題はなく，慢性疾患への応用に道が
拓ける．AM̶RAMP２システムの血管恒常性維持機構の
解明は，これまで有効な手段がなかった慢性炎症と慢性
臓器不全の新しい治療法開発に繋がることが期待される．
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