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研究成果の概要（和文）：S1P受容体S1P2とPI-3リン酸産生酵素PI3K-C2α による血管恒常性維持の分子機構を解明し
た。血管内皮細胞のS1P2はAkt-eNOS経路を抑制することによりアナフィラキシーメディエーターやリポポリサッカライ
ドによる急性の血管バリア破綻に対して防御的に作用した。PI3K-C2αは発生期および生後における生理的および病的
な血管新生や血管障壁維持に必須であり、この作用は、受容体内在化とその後のエンドソーム上でのシグナル伝達、経
小胞的なVE-カドヘリンをはじめとする物質輸送を含む細胞内小胞輸送を介した。

研究成果の概要（英文）：We studied the mechanisms by which sphingosine-1-phosphate receptor S1P2 and 
phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) class II α-isoform (PI3K-C2α). S1P2 in the vascular endothelium 
protected the vasculature from acute disruption of vascular barrier integrity induced by anaphylactic 
mediators and lipopolysaccharide. This effect was mediated by S1P2-mediated inhibition of Akt and eNOS. 
S1P2 decreased the generation of nitric oxide (NO) by eNOS, resulting in inhibition of NO-mediated 
disruption of adherens junctions. Genetic deletion of PI3K-C2α impaired developmental and pathological 
angiogenesis. PI3K-C2α was necessary for VE-cadherin transport to the cell-cell junction, VEGF receptor 
endocytosis and endosomal receptor signaling, through which PI3K-C2α served an essential role in 
angiogenesis.

研究分野：血管医学、病態医化学、生理学、細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
全ゲノム解析により、ゲノムによってコー

ドされるほぼすべてのタンパクの同定がな
された。複雑な生体制御ネットワークは、タ
ンパク質分子のみならず、タンパクの酵素機
能の産物である多数の脂質性、糖質性機能分
子から構成されており、生命機能の高次元で
の解明に脂質性機能分子の理解は必須であ
る。受容体を介して作用する脂質メディエー
ターやリン脂質ホスホイノシチド（ホスファ
チジルイノシトール(PI)および PI-ポリリン
酸）などの機能性脂質は、細胞間シグナル伝
達、細胞内・細胞膜タンパクの機能制御を担
う。細胞間シグナル伝達分子 S1Pは、生体膜
構成スフィンゴ脂質の代謝産物であるスフ
ィンゴシンのスフィンゴシンキナーゼ(SphK 
1 & 2)によるリン酸化により細胞内で生成す
る。細胞内の S1Pは細胞膜トランスポーター
により細胞外に放出され、５種の S1P特異的
Gタンパク質共役型受容体（GPCR）S1P1～S1P5
を介して多彩な作用を及ぼす。申請者は、１
９９３年に S1P2遺伝子をクローニングし、こ
れが S1P1, S1P3とともに S1P特異的受容体で
あることを発見し、これらの主要 S1P受容体
がサブタイプ特異的な細胞内情報伝達能を
有することを世界に先駆けて明らかにした。
特に、細胞運動を負に制御する（化学反発作
用）最初の GPCR として S1P2を同定し、さら
に化学反発が G12/13-Rho を介した Rac 抑制の
情報伝達経路により媒介されること、一方
S1P1と S1P3は S1P2とは対照的に Gi-Rac 活性
化を介して化学遊走を媒介することを発見
した。さらに、マウス遺伝子改変技術を用い
て動物個体レベルでの S1P生物学研究を展開
し、S1P2は生体では多くの臓器において主に
血管（内皮(EC)と平滑筋(VSMC)両細胞）と骨
髄由来細胞に発現し、S1P1とは対照的に血管
新生を抑制（癌血管新生モデル：内皮細胞と
骨髄由来細胞への S1P2作用を介する）するこ
と、S1P2は白血球（特にマクロファージ）の
血管内膜下への遊走・炎症活性を促進し、慢
性炎症病態において促進的役割を有するこ
と、S1P 産生酵素 SphK1 と S1P1は心筋リモデ
リング（心肥大・線維化）に関与することを
明らかにし、この分野を牽引してきた。この
間、S1P1がリンパ球の体内循環（＝免疫機能）
を調節する極めて重要な免疫調節メディエ
ーターであることが発見された。このように、
S1P シグナルの生体標的は主に心血管系と免
疫・血球系であることが明らかとなってきた。
この S1P機能の特徴は、複数の受容体を介し
て作用する結果、多くの作用において双方向
性であり、また全身性メディエーターとパラ
クリン因子の両者の性格を併せ持つことで
ある。 

機能性脂質ホスホイノシチドの中でイノ
シトール環３位がリン酸化されたホスホイ
ノシチド-３-リン酸（PI-3Ps (PI-3,4,5-P3, 
PI-3,4-P2, PI-3-P)）は、タンパク質機能モ
チーフである PH、PXや FYVE等の各ドメイン

に結合して、これらの機能モチーフを有する
タンパク質（タンパクキナーゼをはじめとす
るシグナル分子、細胞骨格タンパク、細胞内
小胞タンパクなど）の機能を調節し、細胞運
動、接着、増殖、糖代謝・輸送、小胞輸送を
制御する。ホスホイノシチドのイノシトール
環３位をリン酸化するキナーゼ PI3K はクラ
ス I、II、III から成る。クラス I はチロシ
ンキナーゼ型受容体や GPCR により活性化さ
れて細胞増殖、生存、遊走などに必須の役割
を果たし、クラス III(Vps34)は細胞内小胞輸
送に必要である。対照的に、PI-3-Pのみを産
生するクラス II PI3Kの生理機能はこれまで
ほとんど不明であったが、申請者のグループ
は、クラス II ｱﾙﾌｧ酵素 PI3K-C2αが Ca2+依存
的に血管平滑筋において低分子量 Gタンパク
質 Rhoを活性化して、血管収縮を仲介するこ
とを世界で初めて明らかにした。ところが、
動物個体レベルでの PI3K-C2αの生理機能を
解明するために作成した PI3K-C2αの全身型
ノックアウト(KO(-/-))マウスは、予想外の 
血管形成の著しい異常を呈し胎生致死であ
った。さらに内皮細胞特異的に PI3K-C2αを欠
損するコンディショナル KO (EC-CKO) マウス
も全身型 KOマウスと同様の表現型を呈した。 
 
２．研究の目的 

G タンパク共役型受容体ファミリーの中で
独自の情報伝達能を有する S1P受容体“S1P2”
と PI-3リン酸産生酵素“PI3K-C2α”による、
VEcad 分子を中心とするアドヘーレンス結合 
(AJ) の構築に基盤を置く血管バリア機能、
血管健常性や恒常性を制御する eNOS 活性の
活性調節とその分子機構を解明する。 
 
３．研究の方法 
S1P2 受容体、SphK1、PI3K-C2αの各遺伝子全
身ノックアウト (KO) およびコンディショ
ナル KO マウス、トランスジェニック(Tg)マ
ウスを用いたマウス個体生物学、細胞生理学、
遺伝子工学、形態学、生化学等の幅広い技術
を駆使する。 
 
４．研究成果 
S1P2 遺伝子座にβ-galactosidase 遺伝子

を挿入したマウスの解析から，多くの臓器・
組織において S1P2 が血管内皮細胞に発現し
ていることを見いだした。アナフィラキシー
や LPS投与による血管バリア機能侵害におけ
る S1P2の役割を検討した。S1P2 -KOマウスで
は、アナフィラキシーによる急性血管透過性
亢進が野生型マウスに比較して著しく増強
し生存率が低下した。S1P2-KO マウスの血管
では，eNOSの活性とその上流の Akt活性が亢
進し、NO産生が増加していた。そして S1P2-KO
マウスにおける血管透過性亢進の増強は、
eNOS 遺伝子欠損および NO 合成酵素阻害によ
りレスキューされた。血管内皮細胞の S1P2
は Akt-eNOS 経路を抑制することによりアナ
フィラキシーによる急性の血管バリア破綻



に対して防御的に作用することが示唆され
た。また、S1P2-KO マウスでは LPS の気道内
投与による急性肺損傷が野生型マウスに比
較して増悪していた。すなわち、LPS による
気管支肺胞洗浄液中のタンパク濃度と好中
球の増加、肺におけるサイトカイン発現、肺
毛細血管透過性および肺水腫の程度が
S1P2-KO マウスでより高度であった。NO 合成
酵素阻害薬の投与は、S1P2-KO マウスで観察
される LPSによる急性肺損傷の増悪を改善し
た。S1P2は NO合成抑制を介して血管バリア維
持を含む機構により急性肺損傷を抑制する
ことが示唆された。以上の結果から、S1P2選
択的アゴニストが血管バリア機能障害であ
るアナフィラキシーや急性肺損傷の治療の
標的となる可能性を示唆した 。 
 PI3K-C2α のノックアウトマウスの解析に
より、PI3K-C2α が発生期の血管形成において
は血管形成ステージの後の血管新生過程に、
また腫瘍血管新生や虚血組織における血管
新生に、重要な役割をはたしていることを明
らかにした。PI3K-C2α は血管内皮細胞におい
て初期エンドソーム，クラスリン被覆小胞，
トランスゴルジネットワークに局在してい
た．血管内皮細胞において PI3K-C2α をノッ
クダウンすると，ホスファチジルイノシトー
ル 3-リン酸に富むエンドソームの減少，エン
ドソーム輸送の障害，血管内皮細胞の細胞間
接着部位への VE-カドヘリンの輸送の異常，
細胞間接着部位の構造の異常がひき起こさ
れた。PI3K-C2αのノックダウンにより VEGF
受容体の内在化やエンドソームにおける低
分子量Gタンパク質RhoAの活性化が障害さ
れた結果，血管内皮細胞の遊走，増殖，細胞
間接着，および，管腔の形成が抑制された。
生存の可能な C2αヘテロノックアウトマウ
スでは，アナフィラキシーに対する感受性の
著しい増強，アンジオテンシン II の投与に対
する解離性大動脈瘤の形成における発症率
の上昇がみられた。以上の結果から，C2αは
血管内皮細胞において細胞内小胞輸送の制
御を介し，VE-カドヘリンをはじめとする物
質輸送およびエンドソームにおけるシグナ
ル伝達に必須であり，これらの作用により血
管の形成と血管の健全性の維持に重要な役
割を担っていることが明らかになった。C2
αは血管疾患の新しい治療標的となること
が期待される。 
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