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研究成果の概要（和文）：機能が未解明のクラスII 型PI3-キナーゼ（PI3K）に属するPI3K-C2αとPI3K-C2βの
機能と機能差異を二重KOマウスを作成して解析した。両酵素の組織特異的単独KOマウスは生存し表現型に異常は
みられなかった。しかし、両酵素の2種類の組織特異的二重KOマウスは各組織の異常を示した。クラスII 型PI3K
の産生するPI-3-Pを分解するホスファターゼPI3PaseのKOマウスを作成した。組織特異的ホモKOマウスは異常を
示し、細胞内小胞輸送が障害された。さらに、スフィンゴ脂質代謝酵素スフィンゴシンキナーゼ (SphK) のKOマ
ウスは血管病変の悪化を示し、小胞輸送の異常が見られた。

研究成果の概要（英文）：We studied the functions of class II phosphoinositide 3-kinase (PI3K) 
isoforms and their functional difference, by analyzing PI3K-C2α- and PI3K-C2β-knockout (KO) mice. 
Single KO mice of either gene apparently exhibited normal phenotypes whereas the PI3K-C2α/ PI3K-C2
β double KO mice showed abnormalities in two different tissues. We also generated KO mice of the 
degrading enzyme, PI3Pase, of the class II PI3K product PI-3-P. Tissue-specific homozygous KO mice 
of PI3Pase showed the similar phenotypes to global KO mice, and the analyses of PI3Pase-deficient 
cells demonstrated abnormalities in membrane traffic. Homozygous KO mice of sphingolipid 
metabolizing enzyme, sphingosine kinase, showed exacerbation of vascular lesions. This was mediated 
by impaired membrane traffic.

研究分野： 生理学、細胞分子生理学、病態生理学、病態医化学
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１．研究開始当初の背景 
イノシトールリン脂質は、エンドサイトー

シス、エキソサイトーシスなどのメンブレ

ン・トラフィック（小胞輸送）に必須の役割

を果たす。イノシトール環３位にリン酸基を

有するホスファチジルイノシトール(PI)-3-リ
ン酸(PI-3-P)は、クラス II 及び III の PI3K に

より産生され、メンブレン・トラッフィクに

おいて重要な機能を果たす。私たちは、３つ

のクラスから成る PI3K の中で機能が不明で

あったクラス II に属する PI3K-C2αが血管平

滑筋収縮に必要であることを発見し、

PI3K-C2αノックアウト（KO）マウスを作成

した。PI3K-C2α -/-マウスは血管新生が障害さ

れ胎生致死であった。PI3K-C2αは血管内皮細

胞 (EC)の初期エンドソーム、クラスリン被覆

小胞などに発現し、ノックダウンにより細胞

内小器官膜の PI-3-P レベルの低下、細胞内小

胞の数と運動の顕著な低下、VEGF 受容体エ

ンドサイトーシスの低下とエンドソーム上

での低分子量 G タンパク質シグナリングの

障害が生じる結果、EC の遊走・細胞間接着・

生存が損なわれた。産生された小胞膜 PI-3-P
はホスファターゼ（PI3Pase）による脱リン酸

化を受け、PI-3-P レベルは低下する。適正な

タイミングで適正な部位で起こる PI-3-Pの生

成と分解は正常な小胞交通に必須である。応

募者は PI3Pase の候補分子を網羅的にノック

ダウンすることにより、EC において小胞輸

送制御に関わる PI3Pase を同定した。PI3Pase 
KO マウスを作成したところ、ホモ KO- 胎仔

は胎生致死であった。また、PI3K-C2αの属す

るクラス II PI3K には PI3K-C2βが存在し、

PI3K-C2αとともに多くの細胞に発現するが、

その機能は全く不明である。さらに、イノシ

トールリン脂質とは別個のクラスの膜脂質

スフィンゴ脂質代謝経路と PI-3-P経路との関

連は不明である。 
 

２．研究の目的 
PI3K-C2α経路を負に制御する PI3Pase の細胞

内小胞輸送とマウス疾患モデルにおける役

割を、細胞特異的な PI3K-C2α KO マウス、

PI3Pase KO マウス、PI3K-C2α / PI3Pase 二重

KO マウスについて解明する。PI3K-C2β のマ

ウス個体レベルでの役割を解明する。さらに、

PI3K-C2αと PI3K-C2β機能的な差異を解明す

る。スフィンゴ脂質の膜レベルを調節する要

の酵素スフィンゴシンキナーゼ (SphK) の
KO マウスにおける小胞輸送及び血管機能を

解析する。 
 
３．研究の方法 
組織特異的遺伝子改変マウスの個体生物

学、疾患モデル、マウスからの単離細胞やモ

デル細胞の細胞生理学、細胞生物学等の幅広

い技術を用いる。 

 

４．研究成果 

PI3K-C2αと PI3K-C2βの機能的相違を解

明するために、PI3K-C2α-単独 KOマウス、

PI3K-C2β-単独 KO マウス及び PI3K-C2α

/PI3K-C2β二重 KO マウスを作成し、その表

現型を解析した。組織 A特異的な KOマウス

については、PI3K-C2α、PI3K-C2βのいずれ

か一方の単独 KOマウスは正常であったが、

二重 KOマウスは複数の臓器機能に異常を認

めた。ある器官の機能異常については、マウ

ス個体での機能の他に摘出臓器の機能、単離

細胞のインビトロ解析により、個体での異常

表現型の原因を分子レベル解析し、異常を見

出した。一方、組織 B特異的な KOは、生後 2

週間以内に約半数のホモ KO マウスが死亡す

ることが明らかとなった。当該器官は超音波

解析により機能低下を示した。電子顕微鏡解

析により細胞内小器官および細胞内フィラ

メント構造の顕著な異常が認められた。

PI3Paseの KOマウスは、ある臓器の異常が顕

著であり、この臓器の機能異常により出生直

後に死亡した。この臓器の細胞種特異的なコ

ンディショナル KO マウスでは、異常が軽度

であり生存が可能であった。また、モデル細

胞を用いて、siRNA 法を用いてこの PI3Pase

をノックダウンしたところ、エンドサイトー

シス・オートファジー経路の異常が認められ

た。スフィンゴ脂質代謝酵素スフィンゴシン

キナーゼ SphKの KOマウスを用いて疾患モデ

ルを作成し、コントロールマウスとの病態の

差異を認めた。KOマウスで認められる異常は、

細胞内小胞動態の異常をともなった。SphKの

トランスジェニックマウスと KO マウスを交

配したところ、異常が是正された。 
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