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研究成果の概要（和文）：　生体内生理活性因子は、生体の恒常性維持のための情報伝達因子として、細胞･臓
器間の連携において中心的役割を果たしている。アドレノメデュリン(AM)は血管拡張性作用を有するペプチドと
して発見されたが、それ以外にも多彩な生理作用が明らかとなってきた。我々はAMおよびその受容体活性調節タ
ンパクであるRAMP2のノックアウトマウスが共に胎生致死であり、血管内皮の構造異常を示すことを報告した。
血管のAM-RAMP2系の機能を明らかとするため、血管内皮特異的RAMP2ノックアウトマウスを作成した。我々は
AM-RAMP2系が、胎生期から成体期に至るまで、血管の統合性と臓器恒常性制御の鍵であることを見出した。

研究成果の概要（英文）： Bioactive humoral molecules play central roles in the regulation of 
homeostasis as the method for communication by cells and organs. Adrenomedullin (AM), originally 
identified as a vasodilating peptide, is now recognized to be a pleiotropic molecule involved in 
both circulatory homeostasis and the pathogenesis of cardiovascular diseases. We reported that 
knockout mice deficient in AM or receptor activity-modifying protein 2 (RAMP2), an AM-receptor 
accessory protein, show vascular endothelial cell deformities that are embryonically lethal. To 
clarify the pathophysiological functions of the vascular AM-RAMP2 system directly, we generated 
vascular endothelial cell-specific RAMP2 knockout mice. Using these mice, we found that the AM-RAMP2
 system is a key determinant of vascular integrity and organ homeostasis from prenatal stages 
through adulthood.  

研究分野： 循環病態学

キーワード： 分子血管病

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
 生活習慣病とそれに伴って発症する慢性
臓器障害は、生体内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状態
ととらえられる。生体内生理活性因子は、こ
の恒常性維持において中心的な役割を果た
している。生活習慣病と慢性臓器障害の病態
把握と新規治療戦略のためには、生理活性因
子による恒常性維持のメカニズムの包括的
な解析を進め、病態の本質を個体レベルで解
明することが不可欠である。 
 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、グレリンなどの生体内
生理活性ペプチドは我が国で発見され、その
後の研究も我が国が世界をリードしてきた。
アドレノメデュリン(AM)は、血管をはじめ全
身で広く産生される血管拡張作用を有する
ペプチドとして発見された。我々は、AM や
その関連因子の遺伝子改変マウスなどの検
討から、これまで血管拡張因子とされてきた
AM が、単なる循環調節ホルモンではなく、
エネルギー代謝などを制御し、各細胞や臓器
の恒常性そのものに必須の因子であること
を見出した(Circulation. 2000, 2001, 2004 
etc)。 
 我々は、AM の様な生理活性因子の機能の多
様性を生み出しているメカニズムを解明す
るため、受容体側に着目した。AM は、カル
シトニン、CGRP、インターメディン、アミ
リンなどと共に、スーパーファミリーを形成
する。これらの一連の因子は、Ｇタンパク共
役 型 受 容 体 (GPCR) 、 CLR (calcitonin 
receptor-like receptor)を共通の受容体とし
て共用している。CLR には、複数存在する受
容体活性調節タンパク、RAMP (receptor 
activity-modifying protein)サブアイソフォ
ームのうち、いずれか 1 つが結合する。我々
は、AM-/-が致死となる胎生中期の血管内皮
細胞において、RAMPの中でも、特にRAMP2
の発現が亢進していることに着目し、
RAMP2 単 独 の ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス
(RAMP2-/-)を樹立した。その結果、AM-/-の
血管の発達不全・破綻が再現された(J Clin 
Invest. 2008)。これは、AM による血管の制
御機能が RAMP 2 によって規定されている
ことをはじめて証明したものである。   
 次に我々は、血管内皮細胞特異的 RAMP2
ノックアウトマウス (E-RAMP2-/-)を樹立し
た (Circulation 2013)。E-RAMP2-/-マウス
は、全身型の RAMP2-/-マウスと比較して、
胎生後期まで発生が進むものの、最終的には
全身の著明な浮腫を来たし、周産期には殆ど
の個体が死亡する。一方で、遺伝子欠損率が
低い一部のマウスは成体まで生き残るが、重
度の血管炎を自然発症した。この結果から、
AM-RAMP2 システムは、血管の発生段階だ
けでなく、成体の血管恒常性維持にも必須で
あることが初めて明らかとなった。  
 しかしながら、最も興味深いのは、病変が

血管だけに限定されず、各臓器の実質細胞や
間質細胞にもおよび、心肥大・腎不全・肝不
全などの臓器障害が自然発症することであ
った(Circulation. 2013)。 
 RAMP2 は、全身の多くの細胞に存在する。
最近我々は、各細胞・臓器特異的ノックアウ
トマウスの検討から、RAMP2 が、各細胞・
臓器のエネルギー代謝や小胞体ストレスな
どを直接制御していることを見出した。例え
ば、心筋細胞特異的 RAMP2 ノックアウトマ
ウス(C-RAMP2-/-)では、心不全の自然発症を
認める。我々は、AM-RAMP2 系が、心筋細
胞においては PKA-CREB シグナルの活性化
とミトコンドリア制御因子 PGC-1αの発現
を制御することで、ミトコンドリアの
Biogenesis と ATP 産生を直接制御している
ことを発見した(Hypertension. 2013)。  
 一方で、RAMP2 とは異なり、その他の
RAMP サブアイソフォームのノックアウト
マウスでは、発生の異常は認めず、RAMP サ
ブアイソフォーム間に明確な機能分化が予
想される。すなわち、AM の様な生理活性ペ
プチドにおいては、リガンド、受容体の関係
は 1 対 1 ではなく、同じ因子を情報伝達因子
として使いながらも、受け手側の細胞の情報
処理によって、伝えられた情報は異なるアウ
トプットを生みだし、極めて巧妙に、細胞、
臓器の恒常性や相互連携を制御していると
考えられる。 
 
２．研究の目的 
 我々は、生体内の恒常性と、細胞･臓器間
の相互連携を司る、新しい｢生理活性因子の
情報制御システム｣=｢RAMP システム｣を同
定した。本研究では RAMP システムによる
生体内の情報制御システムの応答不全や破
綻から生じる病態を解明し、生活習慣病と慢
性臓器障害に対する新しい医療基盤とする
ことを目標とした。 
 
３．研究の方法 
①血管内皮細胞特異的RAMP2ノックアウトマ
ウスの作成 
 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 トランスジ
ェニックマウスを交配し、Cre-lox 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（E-RAMP2-/-）を作製した。
E-RAMP2-/-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、RAMP2 flox マウスと VE-cadherin 
MerCreMer トランスジェニックマウスを交
配し、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 
induced-E-RAMP2-/- (DI-E-RAMP2-/-)を作成
した。 
 
②血管内膜傷害モデルの作成 
 野生型マウスおよび RAMP2+/-の大腿動脈に



対してワイヤーを挿入することで血管内膜
傷害モデルを作成し、RAMP2 の発現低下によ
る新生内膜形成におよぼす影響を検討した。
次に DI-E-RAMP2-/-を用いて、血管内皮細胞
の AM-RAMP2 系の役割を検討した。さらに骨
髄由来細胞の関与を検討するため、骨髄移植
（BMT）を行なった後ワイヤー傷害モデルを
作成し、新生内膜形成に与える影響を検討し
た。さらに内皮前駆細胞（EPC）の増殖およ
び遊走に対する AM-RAMP2 系の意義を検討し
た。 
 
③癌転移モデルの作成 
 DI-E-RAMP2-/-を用いて、B16F10 メラノーマ
細胞の皮下移植実験を行なった。続いて、
B16BL6 メラノーマ細胞を用いて、原発巣から
遠隔臓器への転移モデルの検討を行った。 
 
④RAMP3 ノックアウトマウスの作成 
 RAMP2 同様に、CLR に結合して AM に親和性
の高い受容体として機能させるとされる
RAMP3 については、その病態生理学的意義は
ほとんど解明されていない。本研究では
RAMP2 flox マウスと全身性に Creリコンビナ
ーゼを発現するCAG-Creトランスジェニック
マウスを交配することで、RAMP3 ノックアウ
トマウス(RAMP3-/-)を作成し、これを用いる
ことで、RAMP3 の脈管系における意義につい
て検討を行った。 
 
４．研究成果 
①血管内皮細胞特異的RAMP2ノックアウトマ
ウスの表現型の解析 
 E-RAMP2-/-のほとんどは出生前後に致死
であり、血管内皮細胞の構造異常と全身性の
浮腫を認めた。一方で、血管の RAMP2 発現が
2割程度残存する一部の E-RAMP2-/-では、成
体が得られた。成体の E-RAMP2-/-では、血管
壁の形態異常に加え、主要臓器の血管周囲の
著明な炎症細胞浸潤を認めた。さらに加齢に
伴い、酸化ストレスの亢進と臓器内線維化の
進展を認め、肝硬変様の所見や、水腎症、糸
球体硬化症などの自然発症を認めた。一方、
E-AM-/-は成体が得られた。E-RAMP2-/-同様、
成体の E-AM-/-は、血管周囲の炎症細胞浸潤
や糸球体硬化症の自然発症を認めた。 
 E-RAMP2-/-では得られる成体数が限られ
るため、次に成体になってから RAMP2 欠損を
可能とする DI-E-RAMP2-/-を用いた解析を行
った。RAMP2 欠損誘導後早期から、血管透過
性亢進に伴う全身性浮腫の発症が認められ
た。このときの血管内皮細胞は、細胞骨格を
担うアクチンが重合不全を起こしており、
cortical actin ring の形態異常が認められ
た。アクチン重合を制御する Rho ファミリー
の活性を検討したところ、DI-E-RAMP2-/-の
血管内皮細胞では、Rac1 の活性が低下してお
り、RhoA の活性が亢進していた。一方、血管
内皮細胞に AM を添加すると、cortical actin 
ring は増強し、その作用は Rac1 阻害剤によ

り抑制された。 
 DI-E-RAMP2-/-では、虚血時の血管新生や、
血管傷害に対する応答性の異常が確認され
た 。 そ こ で 、 下 肢 虚 血 処 置 を 行 っ た
DI-E-RAMP2-/-の大腿部にマウス RAMP2 を遺
伝子導入し、RAMP2 による治療実験を行った。
RAMP2 を導入した DI-E-RAMP2-/-では、虚血
時の血管新生が促進されており、間質の浮腫
が軽減されていた。 
 以上の結果から、AM-RAMP2 系が、発生にお
ける血管新生だけでなく、成体の血管恒常性
維持にも必須であることが示された。 
 
②AM-RAMP2 系による血管保護効果の検討 
 ワイヤー傷害後の新生内膜形成は、野生型
マウスに比較して、RAMP2+/-において有意に
亢進していた。血管内膜と中膜の面積比も
RAMP2+/-において有意に高値であった。CD31
とα-SMA の二重免疫染色の結果では、
RAMP2+/-では傷害後の血管の平滑筋細胞増
殖が亢進していたが、再内皮化は抑制される
ことが確認された。RAMP2+/-では傷害部位の
外膜および新生内膜におけるマクロファー
ジ浸潤が亢進しており、炎症性サイトカイン
の発現亢進、NADPH oxidase の発現亢進と酸
化ストレスレベルの増強を認めた。 
 次に DI-E-RAMP2-/-を用いて、ワイヤー傷
害を加え、新生内膜形成を検討した。
DI-E-RAMP2-/-の血管では、sham 群、ワイヤ
ー傷害群共に AM が代償性に発現亢進してい
た。DI-E-RAMP2-/-では、新生内膜形成が亢
進しており、平滑筋細胞増殖が亢進していた
が、再内皮化は抑制されていた。病変部の炎
症および酸化ストレスレベルも同様に亢進
していた。 
 次に、RAMP2+/-と野生型マウス、または
DI-E-RAMP2-/-とコントロールマウスから採
取した骨髄細胞を、放射線照射したレシピエ
ントマウスに移植し、血管傷害を加えて新生
内膜形成を検討した。その結果 RAMP2+/-ある
いは DI-E-RAMP2-/-の骨髄を移植したレシピ
エントマウスでは、新生内膜の形成が各々の
コントロールと比較して亢進しており、平滑
筋細胞の増殖亢進と、再内皮化の抑制が認め
られた。以上の結果から、骨髄由来細胞にお
ける RAMP2 発現低下が、RAMP2+/-および
DI-E-RAMP2-/-における新生内膜形成亢進に
重要な役割を持つことが示された。 
 最後に in vitro の系において、内皮前駆
細胞（EPC）における AM-RAMP2 系の役割を検
討した。まず DI-E-RAMP2 -/-およびコントロ
ールマウスの骨髄から EPC を初代培養した。
EPC 初代培養 28 日後、DI-E-RAMP2-/-ではコ
ントロールに比較して、Dil-Ac-LDL および
BS-1 lectin の 2 重陽性を示す EPC の数が低
下していた。次に末梢血由来のヒト EPC 
(hEPC)では、AM、RAMP2 および CLR の発現が
確認された。WST 細胞増殖アッセイにおいて、
AM は濃度依存性に hEPC 増殖を亢進した。さ
らに AM 投与によって、hEPC によるマトリゲ



ル内での管腔形成は有意に亢進した。これら
の結果から、EPC の増殖および遊走が、
AM-RAMP2 系によって制御されていることが
示された。 
 以上の結果から、AM-RAMP2 系は血管の恒常
性を制御し、血管傷害時の新生内膜形成を抑
制して動脈硬化の進展を抑制していること
が明らかとなった。 
 
③AM-RAMP2 系による血管の恒常性制御と癌
転移抑制効果の検討 
 DI-E-RAMP2-/-を用いて、B16F10 メラノー
マ細胞の皮下移植実験を行なうと、コントロ
ールマウスに比較して、腫瘍内血管新生は減
弱し、腫瘍増殖は抑制された。その一方で、
B16BL6 メラノーマ細胞を用いて、原発巣から
遠隔臓器への転移モデルの検討を行ったと
ころ、DI-E-RAMP2-/-では肺への転移率が亢
進するという結果となった。 
 DI-E-RAMP2-/-において腫瘍転移が亢進す
るメカニズムを解明するため、RAMP2 欠損誘
導後に転移予定先臓器である肺に生じる変
化を時系列的に観察した。その結果、腫瘍の
転移前の早期の段階で、血管壁におけるマク
ロファージの接着や浸潤、TNF-α、IL-6 など
の炎症性サイトカインの発現亢進が認めら
れた。炎症は RAMP2 欠損誘導後も持続し、腫
瘍の転移がはじまる直前の段階では、腫瘍細
胞を転移巣へ誘導するとされるS100A8/A9と
その下流因子である SAA3 の発現亢進が確認
された。 
 次に、原発巣の腫瘍内血管について検討を
進めた。DI-E-RAMP2-/-では、腫瘍内血管の
CD31(血管内皮細胞マーカー)陽性細胞が減
少し、対照的にαSMA(間葉系細胞マーカー)
陽性細胞が増加しいていた。このことから、
DI-E-RAMP2-/-の腫瘍内血管では、内皮間葉
系転換(EndMT)が生じていると推測した。こ
れを検証するため、ヒト臍帯静脈内皮細胞
(HUVEC)に対し TGF-βを添加し、EndMT の誘
導実験を行なった。その結果、HUVEC に対し
予め AM を投与しておくことで、EndMT 様変化
が抑制され、内皮細胞の接着因子である VE-
カドヘリンの発現と細胞膜直下のアクチン
重合が亢進し、細胞間接着が強固になること
が確認された。次に、DI-E-RAMP2-/-の肺血
管内皮細胞の初代培養を行い、TGF-β添加に
よる EndMT 誘導実験を行なった。その結果、
DI-E-RAMP2-/-の内皮細胞では、間葉系マー
カーである FSP-1 陽性細胞が、野生型マウス
と比較して有意に増加する一方、VE-カドヘ
リンの発現が低下していることが確認され
た。 
 以上の結果から、血管内皮細胞の RAMP2 欠
損により、①転移予定先臓器の血管における
慢性炎症が、癌細胞の｢転移前土壌｣となり、
癌の遠隔臓器への転移を促進させること、②
原発巣の血管では、EndMT による血管構造の
不安定化、透過性亢進が生じ、これにより腫
瘍細胞の血管内浸潤が亢進することが明ら

かとなった。 
 
④RAMP3 ノックアウトマウスの表現型の解析 
 RAMP3-/-は胎生期の血管発生の異常は認め
られず、正常に出生し、成体が得られた。
RAMP3-/-成体における腫瘍移植モデルでの
腫瘍血管新生の検討では、腫瘍内血流、血管
密度共に、野生型マウスと差違を認めなかっ
た。腹部大動脈切片を用いた Aortic Ring モ
デルによる ex vivo での検討でも、RAMP3-/-
は野生型と同程度の血管新生能を示した。さ
らに下肢虚血モデルを用いて虚血性血管新
生を評価したところ、レーザードップラーに
よる血流回復、病理切片における血管密度、
各種血管新生因子の発現のいずれも両群の
間に差は認められなかった。 
 次に、リンパ管について解析を進めた。術
後リンパ浮腫モデルでは、血管、リンパ管特
異的 RAMP2-/-共に、浮腫の程度に変化を認め
なかったが、RAMP3-/-のみで浮腫の増悪を認
めた。RAMP3-/-では、新生リンパ管数、血管
数に変化はないものの、リンパ管の異常拡張、
間質浮腫の増悪、炎症細胞浸潤の亢進が認め
られた。AM の持続投与による浮腫の治療実験
を行ったところ、野生型では浮腫の軽減が認
められるのに対し、RAMP3-/-では浮腫の軽減
は認められなかった。さらに、インドシアニ
ングリーンを用いた耳介、尾部のリンパ管造
影では、RAMP3-/-においてリンパ管ドレナー
ジの不良が認められた。腸管リンパ管の乳糜
輸送の検討では、RAMP3-/-において脂質の吸
収遅延が認められた。腸間膜リンパ管のライ
ブイメージングを行ったところ、RAMP3-/-で
は小腸リンパ管のリンパ流速が著明に低下
していた。また、RAMP3-/-では、AM 投与によ
って血管の拡張反応は見られるが、リンパ管
に反応が見られなかった。電子顕微鏡による
リンパ管内皮の観察では、RAMP3-/-において、
リンパ管内皮の形成不全、ミトコンドリアの
空胞変性、繋留フィラメントの形成不全が特
徴的に観察された。胎児よりリンパ管内皮細
胞を初代培養行なったところ、RAMP3-/-では、
リンパ管関連因子の発現低下が認められ、
Scratch assay において、RAMP3-/-リンパ管
内皮細胞は野生型と比べ遊走能が低下して
いた。RAMP3-/-リンパ管内皮細胞の遊走能の
低下は、AM 添加によっても改善は認められず、
AM-RAMP3 系の破綻による結果であると考え
られた。さらに RAMP3-/-リンパ管内皮細胞で
は、細胞生存シグナルである Akt の活性化低
下が認められた。 
 以上の結果から、AM-RAMP2 系が発生段階の
血管新生、成体での血管恒常性を制御してい
るのに対し、AM-RAMP3 系は成体でのリンパ管
機能を制御している事が明らかとなった。 
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