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研究成果の概要（和文）：我々は、血管作動性物質であるアドレノメデュリン(AM)とその受容体活性調節タンパ
クRAMP2の欠損マウスが血管異常で胎生致死となることを報告した。本研究は、誘導型血管内皮細胞特異的RAMP2
欠損マウス（DI-E-RAMP2-/-）を用いた。ルイス肺癌細胞の癌転移実験において、DI-E-RAMP2-/-ではリンパ節転
移が亢進した。一方で、血管内皮細胞特異的RAMP2過剰発現マウス(E-RAMP2 Tg)では、高内皮細静脈(HEV)数が増
加し、リンパ球の誘導や接着に関与するケモカインや接着因子の発現が亢進し、T細胞の動員が増加した結果、
DI-E-RAMP2-/-とは逆に、リンパ節転移が抑制された。

研究成果の概要（英文）：Adrenomedullin (AM) is a vasoactive peptide. We have reported that knockout 
mice of AM and its receptor-modulating protein RAMP2 are embryonic lethal with vascular 
abnormalities. Therefore, we established drug-inducible endothelial cell (EC)-specific RAMP2 
knockout mice (DI-E-RAMP2-/-).
In this study, transplantation of Lewis lung carcinoma cells into footpads resulted in that 
spontaneous metastasis to the lymph node (LN) being enhanced in DI-E-RAMP2-/-. DI-E-RAMP2-/- 
contained fewer high endothelial venules (HEVs) than controls, and the HEVs that were present 
exhibited abnormal structures. In DI-E-RAMP2-/-, a significant decrease in T cells was observed, 
which may suppress the immune system and allow metastasis. Next, we generated mice overexpressing 
RAMP2 in the EC (E-RAMP2Tg), and contrary to DI-E-RAMP2-/-, LN metastasis was suppressed and 
survival was improved. 
These findings indicate that disruption of vascular endothelial homeostasis is a promoting factor of
 tumor metastasis.

研究分野：腫瘍医学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
アドレノメデュリン（AM）は血管拡張ペプチドとして同定されたが、それ以外にも多彩な作用を有する。様々な
病態において、血中AM濃度が上昇することから、AMの臨床応用が期待されているが、AMの血中半減期は短く、慢
性疾患への適応には制限がある。我々はAMの受容体活性調節タンパク：RAMPの研究を行っている。今までの検討
から、AM-RAMP2系は血管発生だけでなく、血管恒常性維持に必須であり、それらの破綻が癌の血行性転移・リン
パ節転移・臓器間転移を促進させる結果を見出した。現在、RAMPに結合する低分子化合物のスクリーニングを進
めており、RAMP2の選択的活性化による癌転移抑制薬の開発が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

癌の転移は長らく、血行性転移とリンパ行性転移という２つの枠組みの中で捉えられてき

た。一方最近になって、リンパ節転移は、リンパ管ではなく、リンパ節内の血管を介した癌

細胞の血行性転移によって引き起こされる可能性が報告された。 

私は、①生理活性ペプチド：アドレノメデュリン(AM)と、その受容体活性調節タンパク：

RAMP2 が、血管内皮細胞の恒常性維持に必須であること、さらに、②RAMP2 ノックアウトマ

ウスでは、遠隔臓器における血管障害によって、転移前土壌が形成されることから、血管の

恒常性維持に基づく癌転移抑制法を提唱してきた。その中で、AM-RAMP2 系がリンパ節内に

存在する高内皮細静脈(high endothelial venule; HEV)の構造･機能維持にも重要な役割を

担っていることを発見した。 

 

２．研究の目的 

本研究では、AM-RAMP2 系を切り口として、リンパ節における HEV と癌転移との関連を明ら

かとする。本研究によって、「リンパ節転移は血行性転移である」というコンセプトを証明

すると共に、AM-RAMP2 系による HEV の恒常性維持機能を選択的に操作することで、癌転移

を抑制する新しい治療法に展開する。 

 

３．研究の方法 

(1) 高内皮細静脈(HEV)機能とリンパ節転移における AM-RAMP2 系の意義の解明 

今までの検討から、誘導型血管内皮細胞特異的 RAMP2 ノックアウトマウス(DI-E-

RAMP2-/-)では Control と比較して、リンパ節転移が亢進する結果が得られている。DI-E-

RAMP2-/-では、癌が転移したリンパ節において CD3+T 細胞数の有意な減少が認められた。

さらに、リンパ球の誘導や接着に関与するケモカインや接着因子の発現も低下していた。

DI-E-RAMP2-/-における HEV の形態、機能を、HEV 特異的マーカーである MECA79 の免疫染

色や電子顕微鏡によって検討した。 

 

(2) リンパ節転移における血管、リンパ管の重要性の比較検討 

 血管特異的、リンパ管特異的 RAMP2-/-(DI-E-RAMP2-/-, DI-LE-RAMP2-/-)双方に対して、

GFP を発現するルイス肺癌細胞の移植、転移実験を行い、CUBIC 法によるリンパ節組織透明

化を行った。透明化したリンパ節において、HEV 特異的マーカーである MECA-79 とリンパ管

特異的マーカーである Prox-1 に対する免疫染色を行い、3D組織構築によって、リンパ節内

の血管およびリンパ管と、癌細胞との局在を描出し、GFP によって時系列的にトレースし、

転移動態を確認した。 

 

(3) AM-RAMP2 系の活性化と TLS 形成誘導による癌転移抑制効果の検討 

 血管内皮細胞特異的 RAMP2 過剰発現マウス(E-RAMP2 Tg)のリンパ節では、DI-E-

RAMP2-/-とは逆に、CD3+T 細胞数が有意に増加していた。また、リンパ節内 HEV 数も

増加していた。これらの結果から、AM-RAMP2系を活性化することでHEV新生を促進し、

三次リンパ構造(TLS)を誘導できる可能性があると考えた。本研究では、E-RAMP2 Tg に



癌移植を行い、TLS 形成誘導を行った。組織透明化による 3D組織構築や、フローサイト

メトリーを用いて、TLS 内の HEV 新生、CD3+T 細胞数、CD4+/CD8+T 細胞比の検討を行っ

た。 

(4)AM-RAMP2 系を標的とした癌転移抑制実験 

 ヒト型 RAMP2 ノックインマウスを樹立し、癌移植を行い、我々が開発した RAMP2 作

動薬や抗 RAMP2 抗体投与への応答を検討した。 

 

４．研究成果 

(1)(2) 

血管内皮細胞特異的 RAMP2 ノックアウトマウス(DI-E-RAMP2-/-)ではリンパ節転移が亢進

する結果が得られ、それらは HEV の構造や機能異常によって引き起こされることを明らか

とした。そこで、転移したリンパ節を透明化し、HEV と癌細胞の局在を明らかにすることを

考えた。透明化処理の工程が多く、リンパ節の透明化条件を設定するまでに時間を要したが、

脱脂をしっかりと行うことで染色性も向上した。新たに樹立した GFP 遺伝子導入 LLC 細胞

を移植し、転移したリンパ節を透明化し、MECA-79 抗体によって HEV の染色を行うと、DI-

E-RAMP2-/-においては、LLC がリンパ管からではなく、HEV の走行に沿ってリンパ節内に侵

入し、増殖する様子が観察された。従来、リンパ節転移はリンパ管を介したものと考えられ

ていたが、血行性を介した転移形式も存在することが示唆された。一方で、リンパ管内皮細

胞特異的 RAMP2 ノックアウトマウス(DI-LE-RAMP2-/-)では、リンパ節転移に差は認めず、T

細胞の誘導や接着に関わるケモカインや接着因子の遺伝子発現も変化が見られなかった。 

 

(3) 

血管内皮細胞特異的 RAMP2 過剰発現マウス(E-RAMP2 Tg)を作成したところ、DI-E-RAMP2-

/-とは逆に、リンパ節転移が抑制され、生存率が上昇した。E-RAMP2 Tg では、MECA-79+の

HEV 数が増加し、癌内に存在する HEV 周辺に CD8+T 細胞が局在することが明らかとなった。

さらに、E-RAMP2 Tg に対し、抗 PD-1 抗体の投与を行ったところ、T細胞の動員亢進に伴い、

癌免疫療法の治療効果が増強することが確認された。 

 

(4) 

ヒト型 RAMP2 ノックインマウスを樹立することに成功した。一方で、樹立したマウス
の生存率が低く、癌細胞の移植実験を行うのに十分な数を準備することができなかっ
た。今後更なる検討を進めたいと考えている。 
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