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研究成果の概要（和文）：本研究では、“クラス II 型 PI3 キナーゼ C2”の機能、特に血管恒常

性における役割を明らかにするために、C2遺伝子 KO マウスを用いて C2の生理機能と血管障

害における役割を解析することを目的として実施した。KO マウスの表現型解析から、胎生期血

管形成プロセスの異常は血管新生、特に血管成熟過程に起因する可能性が高いと考えられた。

また、C2ヘテロ KO マウス血管障害モデルでは、 解離性大動脈瘤が高頻度に観察された。C2
はこれまで全く生理機能が知られてなく、クラス I型 PI3 キナーゼとは異なる基質特異性、細

胞内分布を示すことから、血管恒常性維持に必須の新たな機能的役割を持つ細胞内制

御因子でありことが明らかとなった。  
 
研究成果の概要（英文）：Phosphatidylinositol-3-OH kinase (PI3K) family, which comprises three 
classes, regulates a diverse array of cellular processes through the generation of 3-phosphoinositides. 
Although class I PI3Ks including p110, p110, p110 and p110 isoforms were well characterized 
among three classes, the in vivo physiological functions of class II PI3Ks, which comprise three 
members PI3K-C2 (C2), C2 and C2, remain largely unknown. We found that Pik3c2a gene-global 
disruption (C2 KO) and conditional loss of C2 in endothelial cells (ECs) in mice, but not in vascular 
smooth muscles (VSMCs) and cardiomyocytes, caused embryonic lethality due to impairment of 
developmental angiogenesis characterized by incomplete EC sprouting and mural-cell (VSMCs and 
pericytes) coverage. Finally, C2-haploinsufficient mice are alive, but exhibit vascular 
hyperpermeability and a higher incidence of dissecting aortic aneurysms with rupture on angiotensin-II 
(AngII) infusion. These results provide the first evidence that C2 plays a novel essential role in 
endothelial physiology, particularly angiogenesis and barrier integrity, through regulating endosomal 
trafficking and underscore broader roles for PI3K family members in vascular physiology. 
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１．研究開始当初の背景 
今日、先進国において「メタボリック・シン
ドローム」の問題は大きな関心を集めている。
癌、心臓病、脳卒中は我が国における３大死
因であるが、その内、心臓病と脳卒中の基礎
疾患として高血圧は重要である。我々はこれ
までに高血圧の発症機序を明らかにする一
環として血管平滑筋収縮の調節メカニズム
に関する一連の研究を行ってきた。その結果、
平滑筋の持続的な強い収縮には、低分子量 G
タンパク質 Rho を介した Rho キナーゼの活
性化が必要であり、我々の詳細な解析により
平滑筋でのRho活性化メカニズムにCa2+によ
る調節経路が存在、この過程に C2が関与す
ることを明らかにした。PI3K は、現在哺乳類
において、３つのクラス（I, II 及び III）、８
つのアイソフォームが存在し、その生成物で
ある PI(3)P, PI(3,4)P2及び PI(3,4,5)P3を介して
多岐に渡る生理作用を発揮する。我々は RNA
干渉法を用いて、培養血管平滑筋細胞の C2
を特異的にノックダウンした結果、ノルアド
レナリン刺激やKClによる膜脱分極を介した
収縮応答が有意に阻害されることを見出し
た。また、ヒト臍帯静脈内皮細胞（HUVEC）
に高発現するC2を同様にノックダウンする
と、VE カドへリン分布の異常が生じ、血管
透過性が亢進することを見出した（未発表）。
これらの観察に基づいて我々は、C2が血管
恒常性を維持する上で重要な細胞内制御因
子であると考え、その遺伝子 KO マウスを作
製し、C2の血管における役割を明らかにす
る本実験計画を立案した。 
 
２．研究の目的 
本研究では、“クラス II 型 PI3 キナーゼ C2”
の機能、特に血管ホメオスターシスにおける
役割を明らかにするために、当研究グループ
が作製した C2遺伝子ノックアウト(KO)マ

ウスを用いてC2の生理機能と血管障害にお
ける役割を細胞・分子レベルで解析した。興
味深いことに、C2KOマウスは発生中期E9.5
〜E11.5 において致死となり、マウスの発生・
成長過程において必須の分子であることが
明らかとなった（未発表）。その表現型は著

しい胎児の発育不全であり、血管内皮細胞マ
ーカーCD31 染色等により血管網の著しい未
発達が観察されたことから、その死因は血管

形成不全であることが示唆された。胎生期の
血管形成過程において、初期の脈管形成
(Vasculogenesis)、すなわち内皮細胞の分化、

増殖、管腔形成による原始血管叢の構築は
C2KO マウス胎児では野生型と比べて大差
は な か っ た が 、 そ の 後 の 血 管 新 生

(Angiogenesis)過程である「発芽・分岐」と成
熟した血管を構築する「血管成熟」の両プロ
セスが C2KO マウスでは著しく傷害されて

いた。また、C2はマウス及びヒト組織にお

いて血管を構成する血管内皮及び平滑筋細
胞の両者に発現していた。これらのことから
本研究課題では、以下の仮説を立て研究計画

の立案を行った。 

仮説）クラス II 型 PI3K- C2はマウス発生過
程において必須なPI3キナーゼであり、

血管形成過程のうち特に血管成熟プロ
セスを調節する細胞内制御因子である。 

この C2の機能は、他の PI3 キナーゼ(クラス

I, クラス II (C2, C2及びクラス III)では代
償されず、全く新規な PI3 キナーゼの生理機
能である。本研究では、この仮説に対して、

全身欠損型 C2KO マウス、更には血管内皮
特異的コンディショナル KO(CKO)及び血管
平滑筋特異的 CKO マウスを用いて、血管形

成におけるマウス個体レベルでのC2の生理
的役割を明確にした。 

 
３．研究の方法 
C2の血管ホメオスタシスにおける役割を明
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。 
1. 全 身 欠 損 型 C2KO マ ウ ス  (C2KO) — 

“Embryonic lethal” (ホモ KO は胎生致死、ヘテ
ロ KO は正常に発育) 

2. 血 管 内 皮 特 異 的 C2�KO マ ウ ス
（C2��KO）—“Perinatal death” (出生前後死
亡) 

3. 血 管 平 滑 筋 特 異 的 C2�KO マ ウ ス
(C2sm�KO)—“Healthy” (正常に出生、発育) 

 
C2KO マウス胎児の解析[平成 20 年度] 

C2KO マウスを用いて、一般染色、免疫組
織染色（組織切片及びホールマウント）、電
子顕微鏡による微細細胞構造の観察等によ
りC2の胎生期血管形成における表現型を解
析した。CKO マウスの表現型のこれまでの検
討から、内皮細胞の C2の寄与が大きい考え
られるので、C2-eCKO マウスと比較しなが
ら、検討した。 
 
C2ヘテロ KO マウスの血管障害モデル[平成
21-22 年度] 

ヘテロ KO マウスは正常に出生し、発育する。
ヘテロ KO マウスでは血管障害ペプチド ATII
慢性投与により野生型(WT)マウスに比較し
てより顕著な冠動脈および大動脈の病変が
見られた。この病変発症機序を明らかにする
ために、心臓、大血管組織における血管リモ
デリング関連遺伝子群の遺伝子発現変化
(RT-PCR, IHC)、炎症性サイトカインの関与、
炎症性細胞の浸潤、メタロプロテアーゼ
MMP の活性化等について調べた。また、血
管内皮及び平滑筋細胞の微細形態、血管組織



の構築、あるいは基底膜、弾性板や外膜の形
態の異常の有無を電子顕微鏡により検討し
た。更に、これらの血管病変発症に関与する
C2が内皮細胞、平滑筋いずれの C2である
かを、C2-eCKO 及び C2-smCKO マウスの
比較検討により解明した。 
 
 
４．研究成果 
平成 20 年度に行った C2KO マウスの表現型
解析から明らかになったことは、 
a. 胎生 E9.5〜E11.5 で致死、 
b. 初期の内皮細胞増殖、初期管腔（原始血

管叢）形成、胎盤形成、造血能は正常、 
c. 血管壁への壁細胞（血管平滑筋細胞及び

ペリサイト）の集積の完全欠失、 
d. 神経管における血管新生（発芽機序によ

る）の欠失、 
e. 内皮細胞間接着の低下、等が観察された。 
 
これらのことから、C2KO マウスの胎生期血
管形成プロセスの異常は血管新生、特に血管
成熟過程に起因する可能性が高いと考えら
れた。 
 
平成21年度は、C2KOマウスにおける血管障害

の発生機序を明らかにするために、アンジオ

テンシンII（AngII）慢性投与モデルを用いて

詳細な病態生理解析を行い、以下の事項を明

らかにした。 

a. AngIIを慢性投与したところ、約48％のヘ

テロKOマウスにおいて大動脈瘤の形成が

認められ、約30％で大動脈瘤の破裂による

出血死した。 

b. 大動脈瘤の多くは、偽腔を伴う解離性大動

脈瘤であり、Mac3陽性マクロファージが血

管外膜へ動員され、炎症が惹起されていた

。 

c. AngII投与により動脈壁のタンパク質分解

酵素 Matrix Metalloproteinase（MMP）酵

素活性が野生型マウスと比較して、顕著に

増強されていた。 

d. 更に、ヘテロKOマウスにおいて、

VE-cadherinからなる内皮細胞間接着構造

の異常がみられ、これを裏付けるように血

管透過性が野生型と比較して有意に亢進

していた。 

以上の結果から、C2α発現低下は、血管内皮

細胞の機能異常、特に血管透過性亢進、炎症

反応の惹起、しいては血管構造の破綻を招く

ことになり、動脈瘤、動脈硬化、浮腫等多く

の血管病発症に関与する可能性が高いことが

示された。また、C2ヘテロKO マウスで発症

する解離性大動脈瘤形成は、血管内皮細胞の

障壁機能異常を起因とする血管炎を呈してい

る点で、非常にヒト疾患と類似している。C2
はこれまで全く生理機能が知られてなく、クラ

スI型酵素とは異なる基質特異性、細胞内分布

を示すことから、血管恒常性維持に必須

の新たな機能的役割を持つ分子であり、

多くの血管病（動脈硬化、血管閉塞、動

脈瘤等）共通の鍵となる分子である可能

性が大きい。C2の発現、活性を特異的に

調節できる薬剤・手法の開発はこれら血

管病の有益な治療法となりうることを示

唆している。 
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