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研究成果の概要（和文）：小胞膜上では、産生されたPI-3-Pはホスファターゼによる脱リン酸化を受け、PI-3-Pレベル
は適正に調節される。内皮において小胞輸送を制御するPI3K-C2αのカウンターパート分子であるMTMメンバーを同定し
てその機能を明らかにした。内皮に発現するMTMファミリーメンバーを同定し、GFPタグを付加した分子を発現させて、
エンドソームに発現していることを確認した。このホスファターゼ分子はPI-3-Pレベルを負に調節し、PI3K-C2αとと
もに小胞運動の調節に関与していた。この機能を介して内皮細胞の遊走、細胞間接着および形態形成に重要な役割をは
たすと示唆された。

研究成果の概要（英文）：We studied phosphatidylinositol 3-phosphate (PI-3-P) phosphatase in vascular 
endothelial cells. Among 14 isoforms of MTM family members, we identified one isoform which was 
relatively abundantly expressed in endothelial cells. Fluorescent imaging showed the expression of 
GFP-tagged phosphatase in endosomes. The phosphatase negatively regulated cellular PI-3-P level and was 
involved in the regulation of endosomal movement. The PI-3-P phosphatase controlled migration, cell-cell 
adhesion and morphogenesis of endothelial cells through regulating PI-3-P level.

研究分野：血管医学、病態医化学、生理学、細胞生物学、脂質生化学
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１．研究開始当初の背景 
哺乳類細胞では、ホルモンなどの分泌とこ

れら細胞外シグナルの受容、細胞の遊走や分
化による組織・器官の形成、さらには上皮細
胞や血管内皮の極性の形成・維持に、トラン
スゴルジ網（TGN）、初期及び後期エンドソ
ーム、リサイクリング・エンドソームから成
るポストゴルジ・タンパク質輸送ネットワー
クが関わっている。各種のイノシトールリン
脂質は、エンドサイトーシス、エキソサイト
ーシス、TGN から形質膜への小胞輸送など
のメンブレン・トラフィックに必須の役割を
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、PI-4-P や PI-4,5-P2などと
ともに、メンブレン・トラッフィクにおい
てそれぞれ特異的な機能を果たす。 
本研究担当者は、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 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
アウトマウスを作成した。PI3K-C2αは、
胎児期にはむしろ血管内皮細胞(EC)に強
く発現しており、PI3K-C2 α -/-マウスは血
管新生が障害されるために胎生致死であっ
た。PI3K-C2αは EC の TGN、初期エンド
ソーム、クラスリン被覆小胞に発現し、
PI3K-C2αノックダウンによりこれらの細
胞内小器官膜の PI-3-P レベルの低下、細胞
内小胞運動の顕著な低下、特に接着分子
VE-カドヘリンの TGN から細胞間接着結
合部位への輸送障害、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。PI3K-C2α +/-マウスは生存
可能であったが、血管障壁（バリア）機能
が低下し、血管壁の炎症・傷害が生じて高
率に動脈瘤を形成した。PI3K-C2αは小胞
輸送の正常な機能発現に必須の役割を担う
PI-3-P の産生酵素であり、血管病の新規治
療標的となる可能性が示唆される。 
 
２．研究の目的 

小胞上では、産生された PI-3-P はホスフ
ァターゼによる脱リン酸化を受け、PI-3-P レ
ベルは適正に保たれると考えられる。小胞輸
送制御に関わる PI-3-P ホスファターゼの候
補として、ミオチュブラリン（MTM）・ファ
ミリーの１４種（MTM1 及び MTMR1~13）
が想定されるが、実際に PI3K-C2αが機能す
る細胞内分画で機能する PI-3-P ホスファタ
ーゼは未同定である。本研究において、EC
において小胞輸送を制御する PI3K-C2αのカ
ウンターパート分子であるMTM メンバーを
同定してその機能を明らかにし、血管病の病
態における PI-3-P ホスファターゼの役割を
解明する。 
 

３．研究の方法 
血管内皮細胞を用いて、PI3K-C2αノック

ダウンにより惹起される細胞内小胞の
PI-3-P レベルの低下及び細胞遊走抑制のレ
スキュー効果を指標として、候補である１４
種のMTM ファミリーホスファターゼ分子か
ら、siRNA 法による選択的ノックダウンによ
り、PI3K-C2αが産生する PI-3-P プール（細
胞内小胞プール）の脱リン酸化を担う MTM
ホスファターゼを同定する。同定したホスフ
ァターゼの、小胞を介する VE カドヘリン輸
送や血管新生因子シグナリングにおける役
割を解明する。PI3K-C2α +/-マウスに見られ
る大動脈瘤形成、粥上動脈硬化増悪、急性血
管透過性亢進といった血管異常が当該ホス
ファターゼの欠失（PI3K-C2αとホスファタ
ーゼの二重ノックアウト）によりレスキュー
されるか否か、さらにレスキュー作用の分子
機構を解明する。本研究により、血管ホメオ
スターシス維持と血管疾患における PI-3-P 
ホスファターゼの役割を解明する。 
 
４．研究成果 

PI(3)P ホスファターゼの候補として、ミオ
チュブラリン（MTM）ファミリーの１４種
（MTM1 及び MTMR1～13）が想定される。
定量的 PCRを用いて、内皮に発現する MTMフ
ァミリーメンバーを絞り込んだ。そのうちの
一つ（MTMR-x と仮称）は、内皮細胞エンド
ソームに発現していた。RNA 干渉法による
MTMR-x 発現の抑制が血管内皮機能にどの
ような影響を及ぼすかを検討した。MTMR-x
ノックダウンは、細胞内小胞の増加と巨大化
を引きおこした。MTMR-x ノックダウンは、
PI3K-C2αノックダウンの効果とは異なり、血
管新生因子スフィンゴシンー１－リン酸に
よる細胞遊走の著しい亢進を引きおこした。
一方、VE カドヘリンの細胞間接着部位への
集積やマトリゲル上でのチューブ様構造形
成に対しては、MTMR-x ノックダウンは
PI3K-C2α ノックダウンと同様に抑制作用を
及ぼした。 

MTMR-x 遺伝子座に LacZ（β-ガラクトシ
ダーゼ）をノックインしたマウスの全身組織
を LacZ 活性染色（X-gal 染色）し、MTMR-x
発現組織を検討した。さまざまな組織で発現
が観察されたが、特にいくつかの組織におい
て高発現が観察された。 

MTMR-x のノックアウトマウス表現型の
解析を開始している。MTMR-x ノックアウト
マウスを PI3K-C2αノックアウトマウス（全
身性ヘテロノックアウトマウス及びホモコ
ンディショナルノックアウトマウス）と交配
し、PI3K-C2αノックアウトマウスの表現型が
どのように影響を受けるかを検討している。 
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