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研究成果の概要（和文）：膜動現象の作動には形質膜や細胞内小胞器官膜の適所におけるグリセロリン脂質ホス
ホイノシタイド (PPI)の産生と分解が必要である。3’リン酸化PPI合成の律速酵素PI3KにはI-III型の3クラスが
存在し、クラスII α型酵素(PI3K-C2α) は、受容体エンドサイトーシスとその後の細胞内受容体シグナリング
に必須である。PI3K-C2α、PI3K-C2βの心筋、平滑筋特異的二重KOマウスを作製したところ、心筋特異的二重KO
マウスにおいて新生仔は約半数が心不全により生後１～２日以内に死亡し、平滑筋特異的二重KOマウス母親は子
宮平滑筋収縮異常による分娩障害を呈した。

研究成果の概要（英文）：Class II phosphoinositide3-kinases (PI3Ks), PI3K-C2α andPI3K-C2β, are 
highly homologous and distinct from class I and class III PI3Ks in catalytic products and domain 
structures. In contrast to class I and class III PI3Ks, physiological roles of class II PI3Ks are 
not fully understood. We studied the phenotypes of cardiomyocyte or smooth muscle&#8211;specific 
knockout (KO) mice of PI3K-C2α and PI3K-C2β. Cardiomyocyte specific PI3K-C2α and PI3K-C2β double
 KO(DKO) mice show heart failure due to collapse of the sarcomere structure and abnormally 
mitochondrial accumulation. In smooth muscle&#8211;specific KO mice show that the pup numbers from 
single PI3K- C2α&#8211;KO and single PI3K-C2β&#8211;KO mothers were similar to those of control, 
but those from double KO(DKO)mothers were smaller compared with control. 

研究分野：生理学

キーワード： ホスホイノシタイド　PI3キナーゼ　エンドサイトーシス　循環調節　平滑筋収縮

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
PI3Kは3つのクラスが存在し、I型PI3KはPI(3,4,5)P3を産生して細胞遊走や細胞増殖に関与し、III型PI3KはPI
(3)Pを産生してオートファジーを制御する。一方II型PI3Kの機能は、申請者のグループがPI3K-C2α KOマウスを
報告するまで不明であった。内皮細胞においてPI3K-C2αは主としてPI(3,4)P2を産生し、受容体エンドサイトー
シスに必須である。II型PI3Kは、I型・III型PI3Kとは異なる、独自の生命維持機能を担っている。II型PI3K機能
の類似の研究はなく、周生期適応におけるII型PI3K機能の解明により、PIによる膜動現象制御の理解が進展す
る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
膜動現象の作動には形質膜や細胞内小胞器官膜の適所におけるグリセロリン脂質ホスホイノシ
タイド (PPI)の産生と分解が必要である。3’リン酸化 PPI 合成の律速酵素 PI3K には I-III 型の 3
クラスが存在し、最も研究の進んでいる I型 PI3Kは PI(3,4,5)P3を産生して細胞遊走や細胞増殖
に関与し、III型 PI3K-Vps34は PI(3)Pを産生してオートファジーを制御するなど、PI3-キナーゼ
(PI3K)は生存に必須の脂質リン酸化酵素であり、癌、免疫、代謝の分野で活発に研究が展開され
ており、創薬研究の重要標的分子ともなっている。 
申請者らは、PI3K のクラス II α 型酵素(PI3K-C2α) が、受容体エンドサイトーシスとその後の
細胞内受容体シグナリングに必須であることを明らかにした(Nature Med 2012, J Biol Chem 2013, 
2015)。PI3K-C2αホモノックアウト(KO)マウスが胎生致死であるのに対し、構造が近縁で酵素産
物が同一の類縁酵素 PI3K-C2βのホモ KOマウスは正常であることから、両酵素には独自機能・
重複機能両者の存在が示唆される。PI3K-C2α、PI3K-C2βの心筋、平滑筋特異的二重 KOマウス
を作製したところ、新生仔は約半数が心不全により生後１～２日以内に死亡(未発表)し、母親は
分娩障害を呈した。 
 
２．研究の目的 
本研究課題では、1) 新生仔の心筋リモデリング、2) 分娩時の子宮筋収縮における PI3K-C2α、

PI3K-C2βの役割とその作用を明らかにすることを目的とした。。 
 
３．研究の方法 
①PI3K-C2α、PI3K-C2βの新生仔心筋リモデリングにおける役割の解明 
Nkx2.5-Creマウスを用い、PI3K-C2α、PI3K-C2β遺伝子を心筋特異的に欠損させ、PI3K-C2α及び
PI3K-C2βの心筋における役割を明らかにする。 

i. 心臓リモデリング：生後１週間までにおこる心臓・大血管の構造変化(動脈管閉鎖、右室肥
大の退縮と左室壁の発達)を組織学的に解析する。個々の心筋細胞サイズ(鍍銀染色)、心筋の
アポトーシス(Tunel染色)を評価する。 

ii. 心エコー、心電図など：高解像度小動物用エコーイメージングシステム(Vevo2100)を用いて
心室径、心室自由壁、中隔壁厚心筋収縮能を計測する。心電図により心臓興奮伝導の異常の
有無を検討する。 

iii. インビボオートファジー活性： PI3K-C2α、PI3K-C2βマウスを GFP-LC3トランスジェニッ
クマウス(オートファジーレポーターマウス)と交配し、心臓の部位特異的なオートファジー
を経時的に評価する。 

iv. 心筋細胞の微細形態：電子顕微鏡、Ca2+チャネル(DHPRα)抗体で T管や筋小胞体の形態、筋
フィラメント抗体を用いた免疫染色によりサルコメア構造を検討する。 

v. 心筋細胞の Ca2+シグナリング：単離心筋を用いて、生細胞イメージング法により Ca2+ 蛍光
指示薬で[Ca2+]iを測定する。 

 
②平滑筋特異的二重 KO母親マウスの分娩異常の解明 

SM22-Cre マウスを用い、PI3K-C2α、PI3K-C2β を平滑筋特異的に欠損させる。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)。 

i. 子宮の形態 : HE、アザン染色などの標準的な染色法、電子顕微鏡を用い、妊娠前及び妊娠
日齢の進行に伴い変化する子宮内膜、平滑筋層の構造と各層を構成する細胞の微細形態を
解析する。妊娠の進行に伴う平滑筋細胞の肥大・増殖・分化を鍍銀染色、平滑筋特異的ミオ
シン免疫染色で評価する。 

ii. 子宮筋の収縮能と収縮シグナル : 摘出子宮筋の自発収縮、オキシトシン誘発収縮、収縮シ
グナル経路(Rho-Rho キナーゼ-ミオシンホスファターゼ-ミオシン軽鎖リン酸化)を検討する。
子宮平滑筋を培養し、FRETイメージング法により、単一平滑筋レベルでの Rho活性化と細
胞内 Rho活性化部位を評価する。 

iii. 子宮筋の遺伝子・タンパク発現 : 分娩時の子宮収縮に関与する生理活性因子受容体(オキシ
トシン、PGE2、PGF2α)および L型電位依存性 Ca2+イオンチャネルの妊娠の進行に伴うタン
パク発現と遺伝子発現変化を検討する。 

 
４．研究成果 
4-1. 心筋特異的二重 KOマウスの解析 



 Nkx2.5-Cre マウスを用い、PI3K-C2α、PI3K-C2βを心筋特異
的に欠損させ、心筋特異的 C2α、C2β二重 KOマウス(C2α/C2β-
cmDKO)を作出した。C2α/C2β-cmDKOマウスの表現系を解析
したところ、新生仔は約半数生後１～２日以内に死亡(図 1)
し、高解像度小動物用エコーイメージングシステムを用いた
心エコー像から、C2α/C2β-cmDKOマウスは生後直後に心不全
を呈している事が明らかとなった。C2α/C2β-cmDKOマウスの
心臓及び単離心筋を、電子顕微鏡、Ca2+チャネル(DHPRα)抗体
で T 管や筋小胞体の形態、筋フィラメント抗体、ミトコンド
リア抗体を用いた免疫染色法により評価した
ところ、C2α/C2β-cmDKOマウスでは異常なミ
トコンドリアの蓄積と心筋の筋節構造の崩壊
が観察された (図 2)。コントロール及び
C2α/C2β-cmDKOマウスと GFP-LC3トランス
ジェニックマウスを交配し、インビボオート
ファジー活性を観察したところ、C2α/C2β-
cmDKO マウスにおいてインビボオートファ
ジー活性が低下しており、その結果ミトコン
ドリアの蓄積を生じる事が示唆された。 
 
 
 
4-2. 平滑筋特異的二重 KOマウスの解析 
 SM22-Cre マウスを用い、PI3K-C2α、PI3K-C2βを平滑筋特異的に欠損させ、平滑筋特異的C2α、
C2β二重 KOマウス(C2α/C2β-smDKO)を作出した。C2α/C2β-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) (図 3)。C2α/C2β-smDKOマウスの子宮を HE、アザ
ン染色などの標準的な染色法を用いて、或いは子宮内膜や平滑筋層の構造など微細形態を観察
したところ、正常マウスとの差異は見られなかった。また、C2α/C2β-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た(図 4)。
C2α/C2β-smDKO マウスから単離した平滑筋細胞はオ
キシトシン刺激による細胞内 Ca2+濃度上昇はコント
ロールマウスと同程度観察されたが、20 kDaミオシン
軽鎖(MLC20)リン酸化を抑制し、これはミオシン脱リ
ン酸化酵素の調節サブユニットMYPT1のRhoキナー
ゼ依存的なリン酸化の低下を伴った。FRET法により
細胞内の Rho 活性化を可視化すると、オキシトシン
刺激による細胞内のRho活性化はC2α/C2β-smDKOマ
ウスおいて顕著に抑制された。以上から、PI3K-C2αおよび PI3K-C2βは子宮平滑筋において代償
的に作用し Rho 活性化を介して分娩時の子宮平滑筋収縮に必須の役割を果たす事が明らかとな
った。 
 

PI3K-C2αと構造的に近縁の PI3K-C2βは共に全身に発現し、細胞内局在も類似している。しか
し、PI3K-C2αホモ KOマウスが胎生致死であるのに対し、PI3K-C2βホモ KOマウスは正常であ
ることから、両酵素には独自機能、重複機能が存在する可能性がある。本研究課題より、新生仔
が生直後に経験する胎児循環から出生後循環への循環適応と分娩時に最大となる子宮収縮能の
獲得への PI3K-C2α および PI3K-C2β の関与が示唆され、周産期の生命維持・適応機構の理解に
新たなフレームワークを与える事が期待される。 
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