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研究成果の概要（和文）：当研究室では、PI合成律速酵素PI3キナーゼII型α酵素(PI3K-C2α)KOマウスが血管形
成障害による胎生致死であり、主としてPI(3,4)P2を産生してVEGF、TGFβやS1Pなど血管形成因子受容体のエン
ドサイトーシスとその後の細胞内小胞での受容体シグナリングに必要であることを報告している。本研究ではPI
特異的結合蛍光プローブを用いてリアルタイム単一細胞イメージング法により観察し、TGFβ刺激により惹起さ
れる形質膜上で起こるPI代謝経路及びPI代謝を調節する代謝酵素を同定した。これらの結果から、PI3K-C2αを
中心とした受容体エンドサイトーシスの全貌が明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：The phosphatidylinositol (PtdIns) 3-kinase (PI3K) family, which comprises 
three classes, regulates diverse cellular processes. In contrast to the well characterized class I 
and class III PI3Ks, physiological roles of class II PI3Ks were not well understood. We have 
recently demonstrated that class II α isoform (PI3K-C2α plays crucial roles in angiogenesis, by 
analyzing PI3K-C2α KO mice. PI3K-C2α which generates PI(3)P and PI(3,4)P2, plays crucial roles in 
angiogenesis. PI3K-C2α was found to be required for endocytosis and signaling of the receptor 
tyrosine kinase vascular endothelial growth factor (VEGF) receptor-2, the G protein-coupled receptor
 sphingosine-1-phosphate receptor-1 and serine/threonine kinase receptor TGFβ receptor. This study 
show that not only PI3K-C2α but also specific PI 5-phosphatase and PI 4-phosphatase required for 
receptor endocytosis via phosphoinositides metabolism.

研究分野： 生理学
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１．研究開始当初の背景 
 哺乳類細胞では、ホルモン等の開口分泌と
細胞外シグナルの受容、細胞の生存・分化、
さらには細胞の形態や極性の形成・維持に、
早期及び後期エンドソーム、リサイクリン
グ・エンドソーム、トランスゴルジ網（TGN）
から成るポストゴルジ・タンパク質輸送ネ
ットワークやリソソーム、オートファゴソ
ームからなる小胞を介する物質分解系が密
接に関わっている。各種のイノシトールリ
ン脂質（ホスホイノシタイド）は Rab ファ
ミリー低分子量 G タンパク質とともに、小
胞の形成、輸送、融合の各過程を促進し、
細胞内小胞輸送系を制御する。イノシトー
ル環 3 位にリン酸基を有する 3’リン酸化ホ
スホイノシタイド、ホスファチジルイノシ
トール(PI)-3-リン酸 (PI(3)P)、PI(3,4)P2、
PI(3,5)P2、PI(3,4,5)P3 は PI3-キナーゼ（PI3K）
によりリン酸化されて生成し、PI(4)P や
PI(4,5)P2などとともに小胞輸送の各プロセ
ス特異的な調節機能を果たす。 
 PI3K は 3 つのクラス（I, II 及び III）が存
在し、主に PI(3,4,5)P3を産生するクラス I
は受容体に共役して活性化され細胞増殖や
遊走をひきおこし、PI(3)P を産生するクラ
ス III はリソソームへの小胞選別やオート
ファジー機能に関わる。一方、クラス II PI3K
の機能はこれまで不明であったが、研究代
表者の属するグループは３種のクラス II 
PI3K アイソフォームの中で血管及び上皮
を含む様々な組織に発現する PI3K-C2 
Cが血管形成に必須であることをノッ
クアウト（KO）マウスの解析によって明ら
かにした(Yoshioka et al. Nature Med. 2012)。
さらに、血管内皮細胞（EC）特異的コンデ
ィショナル KO マウスも血管形成により胎
生致死であったことから、EC の C2が血
管の形成に必要であることが明らかになっ
た。C2マウス由来の EC や C2ノック
ダウン（KD）EC では、受容体をはじめ
とする細胞膜タンパクのエンドサイトーシ
ス（内在化）が障害されており、特に主要
な血管形成因子である VEGF の受容体
VEGFR2、脂質メディエータ S1P の 1 型受
容体（S1P1）や TGF受容体（TGFR）の
エンドサイトーシスが強く抑制されていた。
興味深いことに、エンドサイトーシスが障
害された結果、ERK や Akt の活性化は正常
に保たれる一方、VEGFR2 においてはエン
ドソーム上で起こる低分子量 G タンパク質
Rho の活性化、S1P1 では Rac の活性化が選
択的に抑制された (Biswas et al. J Biol 
Chem. 2013)。一方、TGFR の主要シグナ
ル経路である転写因子 Smad リン酸化は、
正常ECでは内在化されたTGF受容体が局
在するエンドソーム上で観察され、
C2あるいは KD によりこれが完全に
抑制された (Aki et al. J Biol Chem. 2015)。
以上の結果は、１）EC においては血管形成
に重要な役割を担う３種の受容体、

VEGFR2、S1P1、TGFR はいずれも内在化
後に局在するエンドソーム上でシグナルを
産生すること、すなわち受容体エンドサイ
トーシスは従来考えられてきた受容体脱感
作のプロセスである他に、ある種の受容体
の小胞シグナリングに必要なプロセスであ
ること、２）C2は受容体エンドサイトー
シスに関与し、その結果小胞シグナリング
にも必要である。このように、クラス II C2
はクラス Iや III PI3Kと異なる独自の機能を
はたすことを明らかにした。しかしながら、
i) C2が関与しエンドサイトーシスを制御
する一連のホスホイノシタイド依存性機構
の全貌、ii) C2と構造上類似性のかなり高
いクラス II 酵素 C2の血管機能調節におけ
る役割分担については、未解明である。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、以下の２点の解明を目標とし
た。 
2-1. EC における受容体エンドサイトーシ
スを制御するホスホイノシタイド依存性機
構の全貌の解明 
 受容体エンドサイトーシスは、形質膜の
クラスリンで被覆された小窩（coated pit）
の形成を以て開始し、くびれた小窩がダイ
ナミンの作用で切断されてクラスリン被覆
小胞となり早期エンドソームに移行する。
coated pit 形成が開始する形質膜部位の主要
なホスホイノシタイドは PI(4,5)P2 であるが、
クラスリン被覆小胞では主要ホスホイノシ
タイドは PI(3)P である。このエンドサイト
ーシスの過程で起こるホスホイノシタイド
代謝を司るC2を初めとする脂質キナーゼ
及び脂質ホスファターゼを同定し、エンド
サイトーシスの進行に伴って各酵素の作用
で起こるホスホイノシタイド代謝の全貌を
解明する。 
 
2-2. KO マウス表現型の解析 
 血管内皮細胞及び平滑筋はともに C2と
C2を発現している。両酵素のアミノ酸配
列の相同性は高く、産生するホスホイノシ
タイドは同一と考えられる。全身性 C2KO
マウスと異なり、全身性 C2 KO マウスは
正常に生まれ異常が見られない。これは、
C2欠損による異常の C2による補完によ
るかもしれない。しかしながら、平滑筋
（SM）特異的なコンディショナル KO マウ
ス（smKO マウス）を作成したところ、
C2-smKO、C2-smKO の単独 KO はいずれ
も異常が認められなかったが、C2と C2 
の二重 KO マウス（C2/C2-smDKO）は子
宮内で死亡することを予備実験により見い
だしており。C2と C2には何らかの機能
分担が存在すると想定される。そこで、
C2/C2-smDKO マウスなどを用いて、血
管細胞における C2及び C2 の機能分担
を動物個体レベルで解明する。 




３．研究の方法 
3-1. 受容体エンドサイトーシス及びその後
のエンドソームシグナリングに関与するホ
スホイノシタイド代謝経路の解明 
 PI(3)P、PI(3,4)P2、PI(4,5)P2、PI(4)P の各ホ
スホイノシタイドに結合するタンパクドメ
イン（GFP もしくは RFP 蛍光タンパクとの
融合分子）FYVE、TAPP1、PH(PLC)、
P4M-SidMの発現ベクターをECに遺伝子導
入し、蛍光共焦点顕微鏡下のリアルタイム
単一細胞イメージング法により、TGF刺激
時の各ホスホイノシタイドレベルの変化と
変化を示す細胞内部位を観察した。 
 
3-2. C2/C2-smKO マウス表現系の解析 
 SM22-Cre マウスを用い、PI3K-C2、
PI3K- C2を平滑筋特異的に欠損させ、解剖
学的所見(免疫染色など)や生化学的解析
(WB 法など)を元に、マウス個体レベルでの
PI3K-C2、PI3K- C2の生理的役割を解析し
た。 
 
４．研究成果 
4-1. 受容体エンドサイトーシス及びその後
のエンドソームシグナリングに関与するホ
スホイノシタイド代謝酵素の同定 
 TGF刺激時の各ホスホイノシタイドレベ
ルの変化を各ホスホイノシタイドに特異的
に結合する蛍光プローブを用いてリアルタ
イム単一細胞イメージング法により観察し
た。また、TGF受容体の免疫染色像(図 1)
による評価から、TGFシグナル伝達経路に

おける受容体エンドサイトーシス及びその
後のエンドソームシグナリングを調節する
ホスホイノシタイド代謝酵素を同定した。 

内皮細胞を用いた解析により、TGF刺激に
より惹起されるエンドサイトーシスは、
PI3K-C2により産生されるPI(3,4)P2のみな
らず、5’-ホスファターゼ及び 4’-ホスファタ
ーゼによるホスホイノシタイド代謝が必須
である事を明らかにした。 
 
4-2. C2/C2-smKO マウスの作出及び表現
系の解析 
 SM22-Cre マウスを用い、PI3K-C2、PI3K- 
C2を平滑筋特異的に欠損させ、平滑筋特
異的 C2、C2二重 KO マウス
(C2/C2-smDKO)を作出した。
C2/C2-smDKO マウスの表現系を解析し
たところ、母親マウスが SM22-Cre トラン
スジーンを有する場合にのみ、分娩異常に
より産仔数が少なかった(胎児数には異常
がなく分娩異常)。また、C2/C2-smDKO
母親マウスの子宮平滑筋を単離し、収縮能
を観察したところ、自発収縮、オキシトシ
ン誘発収縮が有意に低下しており(図 2)、
クラス II 型 PI3K-C2及び PI3K- C2が子宮
平滑筋収縮機構を調節することで正常な分
娩が起こる事が示唆された。 

 
 本研究課題では、受容体内在化に関与す
る脂質代謝酵素と細胞膜局所の脂質産物レ
ベルを明らかにする事で、受容体内在化を
制御する一連のホスホイノシタイド代謝の
全貌を見出した。また、また、PI3K-C2
と構造上類似性のかなり高いクラス II 酵素
PI3K-C2の機能を、平滑筋特異的 C2、C2
二重 KO マウスを用いて解析することによ
り、周産期の生命維持・適応機構を制御す
る、新規な II 型 PI3K の役割をメンブレン・
トラフィッキングの観点から解明する道筋
ができたことは、本研究課題の成果である。 
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