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研究成果の概要（和文）：細胞外液のpHの低下は、ラット副腎髄質細胞においてTASK1様チャネルを抑制して、
カテコールアミン分泌を促進する。しかし、TASKチャネルの分子構造は、不明である。そこで、この問題をgene
 knockout法を用いて検討した。pH低下による脱分極性内向き電流及びカテコールアミン分泌は、TASK1の遺伝子
欠損により抑制されたが、TASK3の遺伝子欠損では影響されなかった。TASK1様免疫反応物は主に細胞辺縁に局在
したが、TASK3様免疫反応物はほとんど存在しなかった。以上の結果から、副腎髄質細胞においてTASK1 homomer
が酸のセンサーとして機能していると結論された。

研究成果の概要（英文）：A decrease in external pH induces catecholamine secretion through inhibiting
 TASK1-like channel activity in rat adrenal medullary chromaffin (AMC) cells. However, the molecular
 identity of TASK channels remains an open question. Thus, a gene knockout approach was used to 
elucidate the molecular structure of TASK1-like channels in mouse AMC cells. The development of a 
depolarizing inward current or catecholamine secretion in response to a decrease in external pH was 
abolished by deletion of the TASK1 gene, but not by that of the TASK3. TASK1-like immunoreactive 
(IR) material was predominantly located at the cell periphery in mouse AMC cells, whereas TASK3-like
 IR material was minimally present at the cell periphery. These results indicate that homomeric 
TASK1 channels function as an acid sensor in mouse AMC cells.  

研究分野：医歯薬学

キーワード： アシドーシス　副腎髄質細胞　カテコールアミン　TASKチャネル
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
我々が激しい運動をすると、血中のアドレナリンの濃度は著明に増加する。この副腎髄質細胞から分泌されたア
ドレナリンは、筋の疲労からの回復に関与する。このアドレナリンの分泌には、細胞外液のpHの低下によるTASK
チャネル活性の減少が関与すると考えられている。ただ、副腎髄質細胞に発現しているTASKチャネルの分子構造
は不明であった。本研究は、遺伝子ノックアウト法をもちいて、マウス副腎髄質細胞に発現しているTASKチャネ
ルがTASK1ホモ二量体であることを明らかにした。

※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 
２つのポアがある 2PKチャネルは、種々の細胞において静止膜電位形成に関わる。2PKチャネ
ルは、６つのサブグループに分類され、その中の１つが TASKサブファミリーである。TASKサ
ブファミリーには、TASK1、TASK3、TASK5が属している。TASK5は発現系においてチャネ
ル活性を示さなかった。一方、TASK1 と TASK3 は、それぞれ２つのサブユニットが合わさっ
て、ホモ２量体またはヘテロ２量体を形成して、チャネル機能を発現することが知られている。
TASKチャネルの１つの特徴は、外液の Hイオンにより抑制されることである。抑制の IC50(半
分に抑制する濃度)は、TASK12 量体では、pH7.3~pH7.5、TASK3２量体では pH6.8 である。
中枢神経細胞や心筋細胞において、TASK1/3 ヘテロチャネルが発現していることが、電気生理
学的解析や生化学的解析から明らかになっている。一方、ラット副腎髄質（AMC）細胞が不死
化した細胞系である PC12細胞では、TASK1と TASK3が発現しているが、ヘテロ２量体を形
成しない。これらの結果は、細胞はそれぞれ果たす機能に従って、TASKホモ、または TASKヘ
テロチャネルの発現を制御していると考えられる。しかし、その分子機序はほとんど解明されて
いない。 
 
２．研究の目的 
AMC細胞は、血液を介して種々の液性情報や神経系を介して神経情報を受容して、アドレナリ
ンを分泌している。分泌されたアドレナリンは、ストレス反応において重要な役割を担っている。
激しい運動をすると、ノルアドレナリンよりアドレナリンの血中濃度が著明に上昇する。一方、
軽い運動の場合は、相対的にノルアドレナリンの上昇が大きい。ノルアドレナリンとアドレナリ
ンの血中濃度の変化は、それぞれ交感神経系と副腎髄質系の活動を反映しているので、激しい運
動では交感神経系よりは副腎髄質系がより選択的に活性化されると考えられる。しかし、その機
序はほとんど解明されていない。分泌されたアドレナリンは、骨格筋の2 受容体を刺激して、
Naポンプ活性をあげる。激しい運動時には骨格筋の活動電位の発生が増加しているので、細胞
外に Kイオンの流出が起こり、骨格筋表面には Kイオンが蓄積する。この Kイオンの蓄積は、
骨格筋膜電位の脱分極を誘発して、筋の興奮性を抑制する。アドレナリンによるNaポンプ活性
の上昇は、細胞外 K イオンの骨格筋内への取り込みを促進する結果、筋は膜興奮性を回復させ
る。つまり、アドレナリンの分泌は、筋の疲労からの回復を促進する。運動時のアドレナリンの
分泌促進は、合理的生体反応と言える。激しい運動は、血中の pHを 7.1~6.9にまで下げる。こ
のため、激しい運動は、アシドーシスを介して AMC細胞からのアドレナリン分泌を促進する可
能性がある。 
我々はラット AMC 細胞において TASK チャネルが発現していることを明らかにした。この
TASK チャネルは、運動時のアシドーシスのセンサーとして働いている可能性がる。しかし、
AMC細胞のTASKチャネルの分子実体は解明されていない。本研究では、その分子実体をTASK
チャネルノックアウト(KO)マウスを用いて、電気生理学的、細胞生物学的に解明することを目
的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）電気生理学的解析。 
用いる動物は、野生型、TASK1 KO、TASK3 KOマウスである。頸椎損傷したマウスから、副
腎を取り出す。顕微鏡下で副腎から皮質を取り除いた髄質をコラゲナーゼで処理する。その後
顕微鏡下で機械的に AMC細胞を単離する。この単離 AMC細胞から穿孔パッチクランンプ法
により、保持電位-50 mVで全細胞電流を記録する。 
 
（２）アンペロメトリー法による分泌測定 
直径 5 mの炭素電極を細胞表面に接触させて、１個の分泌顆粒の分泌をスパイク様電流とし
て記録する。分泌量は、単位時間あたりの電流量により定量化する。 
 
（３）免疫細胞化学的検討 
すでに抗体の選択性が確認されている抗 TASK1抗体、及び抗 TASK3抗体を用いて AMC細胞
の免疫染色を行う。酵素処理により得られた AMC細胞を 4%パラホルムアルデヒド固定を行
った後、抗 TASK抗体、そして 2次抗体で処理する。免疫反応は共焦点レーザー顕微鏡を用い
て観察する。TASK1様、及 TASK3様免疫反応物の量は蛍光量で定量化する。 
 
４．研究成果 
（１）分泌の測定 
野生型マウスより得た単離 AMC細胞からのカテコールアミン分泌を、アンペロメトリー法によ
り測定した。非刺激時はほとんど分泌は誘発されなかったが、pH 6.8の細胞外液を還流すると、
カテコールアミン分泌が誘発された。TASKチャネル抑制薬の A1899を細胞外に投与しても、
分泌は誘発されたが、Ca 依存性 K チャネルの抑制薬の charybdotoxin や apamin を投与して
も、分泌は誘発されなかった。これらの結果は、マウス AMC細胞において、静止膜電位形成に
TASKチャネルは関与しているが、Ca依存性 Kチャネルは関与していないことを示唆する。pH 
6.8、及び A1899により誘発される分泌は、TASK1遺伝子の KOで抑制されたが、TASK3遺伝



子の KO では影響を受けなかった。これらの結果は、マウス AMC 細胞に発現している TASK
チャネルは、ホモ TASK1チャネルであることを示唆する。 
 
（２）全細胞電流記録  
アシドーシスによる TASK チャネルの抑制を、単離 AMC 細胞から穿孔パッチクランプ法によ
り、全細胞電流を記録して検討した。外液の pHを 7.4から 0.3または 0.4のステップで 6.0ま
で低下させると、TASK チャネルの抑制による内向き電流が可逆的に誘発された。この抑制の
IC50は pH 7.03であった。この pH低下による内向き電流発生は、TASK3遺伝子を KOして
も影響を受けなかったが、TASK1遺伝子の KOにより消失した。ただ、-50 mVの保持電流レ
ベルは、TASK1遺伝子の KOによっては影響を受けなかった。この結果は、KOによる TASK1
チャネルの欠損の影響は、他の Kチャネルにより代償されることを示唆する。 
 ruthenium red は、ホモ TASK1、またはヘテロ TASK1/3 チャネルを抑制しないが、ホモ
TASK3チャネルは抑制する。野生型 AMC細胞において発現している TASKチャネルがヘテロ
TASK1/3チャネルであるならば、TASK1遺伝子 KOの AMC細胞では、ホモ TASK3チャネル
が形成されることが予想される。そこで、この可能性を ruthenium redを用いて検討した。10 
M ruthenium redの投与により、野性型ばかりでなく、TASK1-KO AMC細胞においても内向
き電流は発生しなかった。この結果は、AMC細胞において TASK3タンパクは発現していない
ことを示唆する。 
 
（３）免疫細胞化学的解析 
AMC 細胞における TASK1 と TASK3 の発現を、免疫細胞化学的に検討した。野生型 AMC 細
胞には、TASK1様免疫反応物が細胞辺縁に局在していた。一方、TASK3免疫反応物はわずかし
か観察されなかった。TASK1 遺伝子の KO により、TASK1 様免疫反応物はほぼ完全に消失し
たが、TASK3様免疫反応物の量は変化しなかった。TASK3遺伝子の KOは、わずかな TASK3
様免疫反応物を消失させたが、TASK1様免疫反応物の量には影響を及ぼさなかった。これらの
免疫細胞化学的解析結果は、マウス AMC細胞に主に発現している TASKチャネルは、TASK1
であることを示している。さらに、TASK1 遺伝子の KO による TASK1 チャネルの欠損は、
TASK3以外の Kチャネルの up-regulationにより代償されることを示唆する。 
 
（４）代償チャネル 
pH 7.4からの外液 pHの低下は、TASK1 KO AMC細胞において内向き電流を誘発しなかった。
さらに、保持電位-50 mVでの保持電流値は TASK1遺伝子の KOにより影響を受けなかった。
これらの結果は、TASK1 チャネルの欠損による影響の代償に、TALK2 チャネルが関与する可
能性があることを示唆する。TALK2チャネルは、アルカリ側で著明にチャネル活性を増加する
ことが知られている。そこで、外液の pHをアルカリに変化させて、全細胞電流に対するその影
響を検討した。TASK1遺伝子の KOにより、pH 9.0誘発性外向き電流の大きさ、及び TALK2
様免疫反応物の量は、有意に増加した。これらの結果は、遺伝子 KOによる TASK1チャンネル
の欠損は、マウス AMC細胞において TALK2チャネルの up-regulationにより少なくともその
一部は代償されていると考れられる。 
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