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研究成果の概要（和文）：　本研究において申請者らは、発生期・生後の生理的および病的（虚血、腫瘍）血管新生な
らびに血管恒常性維持にクラスII型PI3K-C2αが重要な役割を果たすことを明らかにした。内皮細胞においてC2αをノ
ックダウンすると、エンドソーム輸送の障害、VE-カドヘリンの配送異常が引き起こされた。C2αヘテロ欠損マウスで
は、アンジオテンシンII投与に対する解離性大動脈瘤形成の発症率上昇が見られた。
　以上のことから、C2αは血管内皮細胞において、小胞輸送の制御を介した物質輸送及びエンドソーム上でのシグナル
伝達に必須であり、これらの作用により血管形成と血管の健全性維持に重要な役割を担うことが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Although class I PI3Ks and class III Vps34 are well-characterized, the physiologic
al roles of PI3K class IIa (C2a) remain largely unknown. Global C2a-null mice and EC-specific C2a conditio
nal KO mice showed embryonic lethality due to defects in sprouting angiogenesis and vascular maturation. I
n cultured ECs, siRNA-mediated knockdown of C2a resulted in impaired endosomal trafficking. C2a knockdown 
also impaired cell signaling including VEGF receptor-2 internalization and RhoA activation on endosomes, b
ut not Akt and ERK. Consequently, endosomal delivery of VE-cadherin to EC junctions was disturbed, leading
 to defects in VE-cadherin transport and assembly and barrier integrity. C2a haplo-insufficient mice exhib
ited defective postnatal angiogenesis and vascular barrier integrity with a higher incidence of dissecting
 aortic aneurysm formation on angiotensin-II infusion. Thus, C2a plays a crucial role in vascular formatio
n and barrier integrity.
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１．研究開始当初の背景 
 ホスファチジルイノシトール 3-キナーゼ（PI3K）
は、細胞増殖、細胞遊走、糖輸送、遺伝子発現
を調節することにより生存に必須の役割をはた
すリン脂質合成酵素である。癌、免疫、代謝の
分野で活発に研究が展開されており、また創薬
研究の重要標的分子ともなっている。申請者ら
は、これまでその機能が未解明であった PI3K ク
ラス２型に属する PI3K-C2α酵素が血管収縮お
よび血圧調節に必須の役割をはたしていること
を発見した。この PI3K-C2α酵素の全身型ノック
アウト（KO）マウスを作出したところ、血圧調節異
常の他に、内皮の異常により血管形成（特に血
管新生の過程）が著しく障害され、E11.5 で胎生
致死となることを見いだした。さらに、内皮細胞 
（EC) 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て胎生致死であり（図
1）、EC の PI3K-C2αが血管新生に必須であるこ
とが判明した。PI3K-C2αKO マウス胎児では、イ
ンビボにおいて血管内皮細胞の増殖低下、アポ
トーシス亢進が観察され、in vitro では、EC 間の
VE カドへリンを介する細胞接着の障害と細胞膜
透過性亢進、および細胞遊走能の低下が観察
された。PI3K-C2αを欠損する血管内皮細胞に
おける一次的な異常は細胞内小胞輸送の障害
によるタンパク質輸送異常であり、その結果、血
管内皮細胞の増殖、遊走、細胞間接着の障害
がひきおこされ、これにより血管新生が強く障害
される可能性を強く示唆していた。 

２．研究の目的 

(1) PI3K-C2αが高発現している血管内皮細胞を
モデルとして、細胞内小胞輸送の制御とそれに
よる細胞機能の調節における PI3K-C2αの役割
を、遺伝子改変マウスおよびインビトロ培養細胞
系を用いて解析した。具体的には、 

①PI3K-C2α遺伝子コンディショナル KO マ
ウスにおける内皮細胞の形態・機能： 最終
分化した極性のある細胞組織である、血管内皮 
において特異的に PI3K-C2α遺伝子を欠損する
EC-CKO マウスにおける表現型（形態と機能）、
すなわち、血管組織においてはバリアの微細形
態と透過性の異常を明らかにする。EC のホモ
CKO マウスは胎生致死であるので、成獣マウス
においてタモキシフェン投与により PI3K-C2α遺
伝子欠失が誘導される誘導型 EC-CKO モデル
を用いた。 

②選別小胞輸送と細胞内小胞上でのシグナ
ル伝達における PI3K-C2αの役割とその分
子機構：小胞輸送を中核とするポストゴルジ・タ
ンパク質輸送ネットワークの形成・機能制御にお
ける PI3K-C2αの役割と PI3K-C2α作用の分子
機構を、a）小胞輸送のダイナミクス、b）細胞内シ
グナル伝達における小胞の機能、に焦点を絞っ
て解析した。 

３．研究の方法 

（1） 血管内皮細胞特異的 PI3K-C2αCKO
マウスの表現型解析: 

 PI3K-C2αの血管内皮細胞における生理的役
割を明らかにする為に、既に我々独自に作製し
た以下の３系統の KO マウスを使用した。 

・	  “全身型” PI3K-C2αKO マウス（ C2α—/—）
—  胎 生 致 死 （ E9.5 –  11.5 ） 、 ヘ テ ロ KO 
(C2α+/—)マウスは正常に発生 

・	 “恒常的”血管内皮特異的 C2α-endCKO マ
ウ ス （ Tie2-Cre;C2αflox/flox ）  —  胎 生 致 死
（E10.5 – 18.5） 

・	 “誘導型”血管内皮特異的 C2α-end-iCKO
マウス（Cdh5-iCreER;C2αflox/flox） — 正常に
出生・発育 

①血管構造の解析： 本研究では、胎生期血管
形成時の血管微細構造を捉え、PI3K-C2αの内
皮欠損により具体的にどの細胞内及び細胞間
構造に異常が見られるか検討した。特に、VE カ
ドヘリンの膜局在の安定化における PI3K-C2α
の細胞内膜輸送制御の寄与を明らかにする。更
に、誘導型 PI3K-C2α-end-iCKO マウスを用い
て、タモキシフェン投与により生後に血管内皮細
胞特異的に PI3K-C2αを欠失させて、血管内皮
構造におよぼす効果を詳細に解析すた。 

②血管機能の解析： 血管のバリアー機能及び
透過性をエバンスブルー法などのトレーサー法
により、マウス個体レベルにおける PI3K-C2αの
役割を検討した。 

（2）血管内皮における PI3K-C2αの小胞輸
送のダイナミクス、及び細胞内シグナル伝達
における役割の解析： 

① PI3K-C2α産物 PI(3)P 蛍光イメージング： 
mRFP 標識２XFYVE ドメインは、PI(3)P 特異的プ
ローブである。この蛍光プローブを用いて、細胞
内膜輸送における PI(3)P 陽性小胞機能におけ
る PI3K-C2αの役割を検討した。 

② 内皮細胞における GFP 標識 VE-カドヘリン
の蛍光イメージング、及び透過性制御における
C2αの役割： VE-カドへリンの膜局在変化とそ
の透過性制御における PI3K-C2αの役割に集
点を充てて解析した。PI3K-C2αノックダウン内
皮細胞において、クラス I 及び III 型 PI3 キナー
ゼでは観察されない VE カドヘリン局在の不安
定性が、どの細胞内膜輸送の異常によるものな
のか、検討した。 

③ PI3K-C2αの内皮細胞内小胞上でのシグナ
ル伝達における役割： VEGF、スフィンゴシン１
－リン酸（S1P）の３種の代表的な血管新生因子
（VEGF はチロシンキナーゼ型受容体、S1P は
GPCR）を選び、血管新生に重要なシグナル経
路である１型 PI3K-Akt、Ras-ERK、Rho-Rho 
kinase、Rac-PAK、Rap-Braf の各シグナル経路
の活性化が PI3K-C2α依存するか否かを解析し
た。また、GFP で標識した各受容体のエンドサイ
トーシス、受容体の活性化（チロシンリン酸化な
ど）、シグナル産生足場タンパク質の会合の
PI3K-C2α依存性を蛍光ライブイメージング、免
疫蛍光染色により解析した。 

４．研究成果 
(1) 血管内皮細胞特異的PI3K-C2αCKOマ
ウスの表現型 



①血管内皮細胞に特異的なPI3K-C2αCKOマウ
スは全身性PI3K-C2αホモＫＯマウスと同様に、
血管形成の不全を含む多臓器の障害により胎生
致死であった。また、血管壁の平滑筋及び周皮
細胞の集積が不良であった。これらのことから、
血管内皮細胞に発現するPI3K-C2αは止常な血
管新生および個体の発生に必須であることが示
された。血管内皮細胞に特異的なPI3K-C2α
CKOマウスは胎生致死であったことから、生後マ
ウスにおけPI3K-C2αの機能解析を行うた、タモ
キシフェンの投与によりPI3K-C2α遺伝子欠失が
誘導されるPI3K-C2αCKO（C2αi△EC）マウスを用
い、 生後における血管新生を研究するすぐれた
モデルである網膜血管新生モデルを用いた．生
後3日目にタモキシフェンを投与し、生後6日目ま
での網膜血管新生を観察したところ、C2αi△ECマ
ウスでは既存血管からの新生血管の発生（発芽
的血管新生）並びに周皮細胞集積が著しく低下
していた．このことから，血管内皮細胞に発現す
るPI3K-C2αは胎仔における発生期血管新生お
よび牛後における生理的血管新生の両過程に
必須のPI3Kのアイソフォームであることが明らか
になった。 

②エバンスブルー色素静脈内投与法による in 
vivoにおける血管透過性の評価モデル（Milesア
ッセイ）においても、PI3K-C2αヘテロＫＯウスに
おいてVEGF-A皮下投与により誘発されるエバ
ンスブルー色素の血管外漏出は、野生型マウス
に比べ有意に九進していた。また、アナフィラキ
シーのメディエーターである血小板活性化因子（
PAF）を全身投与した場合の血管透過性充進も
PI3K-C2αヘテロＫＯマウスで増強していた。す
なわち、野生型マウスへの影響はほとんどみられ
ない低容量のPAF投与により、PI3K-C2αヘテロ
ＫＯマウスは投与後40分以内にすべて死亡した
。その際、PI3K-C2αヘテロＫＯマウスのヘマトク
リット値は血漿の血管外漏出充進により野生型マ
ウスに比べ上昇し、肺組織における血管透過性
の充進が観察されたことから、in vivoにおいて
PI3K-C2αの欠損は血管バリア機能の低下をも
たらすことが示唆された。 

アンジオテンシンＩＩ (AngII)の慢性投与による大
動脈および冠動脈の血管透過性の元進は、野
生型マウスに比べPI3K-C2αヘテロKOマウスに
おいて有意に増強していた。このとき、抗VE-カ
ドヘリン抗体を用いた大動脈のen faceホールマ
ウント免疫染色によりPI3K-C2αヘテロKOマウス
では内皮細胞間接着の傷害が観察された。驚い
たことに、AngIIの慢性投与により、PI3K-C2αヘ
テロKOマウスにおいて野生型マウスではみられ
ない解離性大動脈瘤形成が高頻度に観察され
た（図１）。AngIIの投与後3日からPI3K-C2αヘテ
ロKOマウスにおいてのみ解離性大動脈瘤の破
裂による出血死がみられ、投与後2週間以内に
約50％が死亡した。タモキシフェン投与による内
皮細胞特異的PI3K-C2αＫＯマウスでも同様に、
AngIIの曼性投与による解離性大動脈瘤の発症
がみられたことから、血管内皮細胞における
PI3K-C2α欠損が血管壁の構造を著しく脆弱に

しているものと考えられた。マトリックスメタロプロ
テアーゼ（MMP）-2及び-9の活性化は動脈瘤の
形成の原因のひとつと考えられているが、AngII
の慢性投与によりPI3K-C2αヘテロKOマウスの
血管壁におけるこれら酵素の活性は野生型マウ
スに比べ増大してていた。さらに、MMP-2及び
MMP-3を産生するMac3陽性炎症性マクロファー
ジの血管壁への浸潤がPI3K-C2αヘテロＫＯマウ
スにおいて顕著に増加していた。 

(2) 血管内皮におけるPI3K-C2αの小胞輸
送のダイナミクス、及び細胞内シグナル伝達
における役割 

①  細 胞 で の エ ン ド ソ ー ム 輸 送 に お け る
PI3K-C2αの 役 割 を 明 ら か に す る た め 、 ま ず
PI3K-C2αの代謝産物であるPI(3)Pに特異的に
結合するHrsタンパク質のFYVEドメインと赤色蛍
光 タ ン パ ク 質 RFP の 融 合 タ ン パ ク 質 （ 
mRFP-2xFYVEドメイン）をHUVECに導入し、生
細胞イメージング法によりPI(3)Pの細胞内局在を
可視化した。正常なHUVECにおいてPI(3)Pはお
も に エ ン ド ソ ー ム に 局 在 し て い た 。 し か し 、
PI3K-C2α を ノ ッ ク ダ ウ ン し た 細 胞 で は
mRFP-2xFYVEのエンドソームの減少とエンドソ
ームの運動性低下がみられた（図２）。しかし、
p110αあるいはVps34をノックダウンした細胞では
エンドソームの変化は全くみられなかった。この
観察と一致して、GFPにより標識したPI3K-C2α
は主に初期エンドソーム、クラスリン被覆小胞、ト
ランスゴルジネットワークに限局していたことから
、PI3K-C2αはエンドドーム膜におけるPI(3)Pの産
生とエンドソーム輸送に必須であると考えられた
。 

図１ アンジオテンシン II 慢性投与による解
離性大動脈瘤発症. 
Ａ）野生型（C2α+/+）あるいはヘテロＫＯ型（C2α+/

–）マウス大動脈の実体顕微鏡画像. 
Ｂ）野生型あるいはヘテロＫＯ型マウス大動脈切
片のＨＥ染色像. 



② 血管内皮細胞において重要な役割をはたし
ている接着分子VE-カドヘリンのエンドソームに
よる輸送を観察するため、GFPにより標識した
VE-カドヘリンを発現させたHUVECにおいて生
細胞イメージングを行った。HUVECはトランスゴ
ルジネットワークと細胞間接着部位の間で活発
に小胞を介したGFP標識VE-カドヘリン輸送をお
こなっていた。PI3K-C2αをノックダウンすると、こ
のVE一カドヘリンの輸送が著しく阻害された（図
３）。 

③細胞内小胞を介したVE-カドヘリン輸送にお
けるRhoAの関与を調べる目的で、まずRhoAの
蛍光共鳴エネルギー転移（FRET）プローブであ
るRaichu－RhoAを用いた生細胞イメージングに
より細胞内でのRhoA活性化部位を可視化した。
正常なHUVECにおいて、VEGF-Aは細胞内小
胞膜および細胞間接着部位においてRhoAを強
く活性化した。このRhoA活性化がみられた細胞
内小胞のかなりの部分は、mRFP-2xFYVE及び
初期エンドソーム抗原陽性を示すエンドソームで
あり、PI3K-C2αのノックダウンによりエンドソーム
および細胞間接着部位におけるRhoAの活性化
はほとんど消滅した。このことはPI(3)Pに陽性の
エンドソームおよび細胞膜におけるRhoA活性化
にPI3K-C2αが必須であることを示していた（図
４）。 

 更に、エンドソームにおけるRhoAの活性化の
上流イベントであるVEGF受容体2（VEGFR2）の
内 在 化 に 着 目 し た 。 VEGF-A の 刺 激 に よ る
VEGFR2のPI(3)P陽性エンドソームへの内在化は
，PI3K-C2αのノックダウンにより消失した。興味

深いことに、VEGF-A刺激後2分でみられる細胞
膜におけるVEGFR2のリン酸化はPI3K-C2αノッ
クダウン細胞においても正常細胞と同様に観察
さ れ た が 、 刺 激 後 30 分 で み ら れ る リ ン 酸 化
VEGFR2のエンドソームへの内在化はPI3K-C2α
ノックダウンにより抑制された。さらに、ダイナミン
依 存 性 エ ン ド サ イ ト ー シ ス の 阻 害 剤 で あ る
Dynasoreの前処置により、VEGF-A刺激による
RhoA活性化、細胞間接着部位へのVE-カドヘリ
ンの集積、及びマトリゲル上管腔形成は減弱した
。これらの結果から、PI3K-C2αは活性化した
VEGFR2のエンドソームへの内在化と、その後の
RhoAの活性化を含むエンドソームにおけるシグ
ナル伝達、ならびにVE-カドヘリンのエンドソーム
による輸送とその細胞間接着部位への集積に必
須であると考えられた。また更に、スフィンゴシン
−１−リン酸（S1P）によるRac1の活性化、FGF2に
よるRap1の活性化も、C2αノックダウン細胞で有
意な減弱が観察されたことから、C2αは低分子G
タンパク質を介した内皮細胞の形態形成に必須
の役割を持つことが示された。 

まとめ 

 本研究により，内皮細胞に高発現するクラスII
型PI3K-C2αは発生期における血管新生、およ
び生後の安定な血管における血管バリア機能の
維持に欠かすことのできない重要な役割をもつこ
とが明らかになった。血管内皮細胞において

図２ RFP 標識 2xFYVE ドメイン（PI(3)P 蛍光
プローブ）による３次元蛍光ライブイメージング. 

コントロール（Scrambled siRNA）および C2α-siRNA
導入内皮細胞(HUVEC)における PI(3)P 陽性細胞
内小胞の共焦点３次元ライブイメージング解析. 

図３ 内皮細胞における GFP 標識 VE-カドヘ
リンの３次元ライブイメージング解析  

コ ン ト ロ ー ル （ Scrambled siRNA ） 細 胞 お よ び
PI3K-C2α特異的 siRNA 導入内皮細胞における
GFP 標識 VE-カドヘリン・イメージング. 黄矢印：
内皮細胞間接着部位、＊細胞間隙 

図 4 RhoA FRET/mRFP-2xFYVE マルチライ
ブイメージング  

A) コントロール（Scrambled siRNA）細胞および
PI3K-C2α特異的 siRNA 導入内皮細胞における
VEGF-A 刺激による RhoA 活性化の時空間解析. 
赤矢印：細胞間背着部位での RhoA 活性化、黄矢
尻：細胞内小胞上での RhoA 活性化. 

B) RhoA-FRET プローブと mRFP 標識 2xFYVE ドメ
インによるマルチイメージングによる初期エンドソー
ム上での RhoA 活性化. 赤矢印：細胞間背着部位
での RhoA 活性化、黄矢尻：細胞内小胞上での
RhoA 活性化、白矢尻：FRET シグナルが発生して
いる FYVE 陽性初期エンドソーム. 



PI3K-C2αは、その代謝産物であるPI(3)Pを介し
細胞内小胞輸送を制御し、ゴルジ装置と形質膜
間の膜タンパク質の輸送、受容体分子などのエ
ンドサイトーシスとリサイクリング、エンドソームに
おけるシグナル伝達に関与していた（図５）。血
管内皮細胞におけるこのPI3K-C2αの機能が血
管新生および血管バリア機能の維持をささえて
いるものと考えられた。クラスII型PI3K-C2αとクラ
ス1型PI3Kは、血管内皮細胞においてまったく異
なる細胞内機序により血管内皮の機能を制御し
ていた。すなわち、クラス1型PI3KはAktの活性化
を介して血管内皮細胞の増殖・生存・遊走に深く
関与しているが、細胞内小胞輸送の制御やVE-
カドヘリン細胞間接着部位への集積には関与し
ない。したがって、この研究から明らかになった
PI3K-C2αの生理機能は、血管生物学における
PI3Kファミリーの新たな作用を見い出したもので
あり、血管バリア機能の障害により惹起される多く
の血管疾患に対する新しい治療標的となること
が期待される。 
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