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研究成果の概要（和文）：腎の酸塩基調節能におけるKチャネルの役割を調べるため、”pH感受性Kチャネル（TASK2）
” KOマウスを作製し、（１）TASK2のネフロン内局在、（２） KOマウスの血液・尿の性状、（３）酸・アルカリ負荷
への応答を調べた。TASK2は、近位尿細管に発現し、糸球体・ヘンレループ・遠位部尿細管には発現していなかった。
標準飼育KOマウス（8 wk）の血漿pH, HCO3-濃度はWTより有意に低かった。酸負荷において、WTとKOマウスは同程度の
尿酸性化を示した。

研究成果の概要（英文）：The kidney regulates plasma acid-base balance by urinary excretion of acid. We inv
estigated roles of TASK2, pH-sensitive K channel, for reabsorption of HCO3-. By using a high sensitive ISH
, we found that TASK2 mRNA was expressed in kidney proximal tubules (PT), but not in the medullary thick a
scending limb or the cortical collecting duct. Interestingly, the level of TASK2 expression in mice PTs wa
s not increased after application of 0.28 M NH4Cl for 6 days. TASK2 KO mice were smaller (about 15%) in we
ight. Plasma pH showed weak acidosis in KO mice fed normal chow (pH: 7.23+/-0.01). After acid loading, pla
sma pH in WT mice significantly decreased, but not in KO mice. This suggests that renal acid excretion sys
tem and/or acid-base balance system may be blunted in KO mice, but their alternative system may be stimula
ted upon acid-loading. In conclusion, these results strongly suggest that TASK2 may be essential for reabs
orption of HCO3- in PT to maintain plasma acid-base balance.
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１．研究開始当初の背景 
 慢性腎臓病(CKD)患者の高血圧・高カリウ
ム(K+)血症・代謝性アシドーシスなどの異常
は、腎機能のさらなる低下と心・循環器系の
二次的障害を引き起こす。腎ネフロンの K+

チャネルは、尿中への K+分泌路として働くだ
けではなく、尿細管上皮細胞の膜電位形成・
膜輸送体共益因子として重要である。 
 腎尿細管に発現する K+チャネルは、6 回膜
貫通型(BK, Kv1-6, KvLQT)と 2 回膜貫通型
（内向き整流性）に大きく分けられる。Flow
活性化、Ca2+活性化 K+チャネルは前者、K+

分泌路や他の膜輸送体の調節因子として働
く K+チャネル(ROMK, Kir4.1, Kir7.1)は後
者に属する。pH 感受性 K+チャネル(TASK2)
は、2 回膜貫通部がタンデムになっており、4
回膜貫通型として分類される。  

TASK2 は pH 感受性 K+チャネルとして
Lazdunski のグループによりヒト腎からク
ローン化され同定され、腎臓に特異的に発現
し、遠位ネフロン-集合管に高発現していた
(Reyes R et al, 1998)。電気生理学的性質は、
ラット皮質集合管のpH依存性K+チャネルに
類似していた。しかし、TASK2 KO マウスは
近位尿細管性アシドーシスモデル動物とし
て解析されている(Warth R et al, 2004)。 

 
２．研究の目的 

TASK2 が酸塩基調節に関わっていること
は、Warth R らの研究成果で明らかであった
が、pH 感受性 K+チャネルの機能発現部位並
びに TASK2 の腎ネフロン内発現分布と
TASK2 KO による機能欠落所見は矛盾して
いた。我々は、TASK2 の腎ネフロン内局在
と、尿細管酸分泌機構における pH 感受性 K+

チャネル(TASK2)の役割、pH 感受性の細胞
内分子機構を明らかにすることを目的とし
た。 

 
３．研究の方法 
（１）マウス TASK2 mRNA の腎ネフロン内
局在 
・cRNA プローブの作製：マウス TASK2 
mRNA (GenBank No.NM_021542)配列を元
にプライマーを設計し、Anti-sense cRNA プ
ローブの作製には anti-sense 側プライマー
の 5’末端に T7 RNA polymerase のプロモー
ター領域の配列を加え、Sense cRNA プロー
ブの作製には sense 側プライマーの 5’末端に
同様の配列を加えたものを合成した。このプ
ライマーを用い、マウス腎 total RNA を鋳型
に RT-PCR を行った。PCR 産物を精製後、
DIG RNA Labeling Kit (Roche)を用い、in 
vitro transcriptionを行うことによりDIG標
識 Anti-sense cRNA プローブおよび Sense 
cRNA プローブを作製した。 
・in situ hybridization 法：C57Bl/6J マウス
（オス、10 週令）を麻酔後、腎臓を摘出し、
4% PFA で固定、パラフィン包埋後、3µm に
薄切した。脱パラフィン後、1/15M PB で洗

浄、Protease K で蛋白分解酵素処理、4% PFA
で後固定、0.2N HCl、0.25% 無水酢酸/トリ
エタノールアミン処理後、3% H2O2で内因性
ペルオキシダーゼ処理を行った。 脱水系列
で処理後、切片を乾燥、プローブを切片に載
せ 50℃で 16-18 時間反応させた。2×
SSC/50% formamide 洗浄、RNase A 処理、
SSC 洗浄、TBST 洗浄の後、0.5% casein で
非特異的反応のブロッキングを行い、HRP
標識抗 DIG 抗体を反応させた。TBST 洗浄後、
ビオチン化 tyramide、HRP 標識ストレプト
アビジンを反応させ、DAB 反応で可視化し
た。その後、ヘマトキシリンで核染、透徹、
封入し、観察した。 
（２）TASK2 KO マウスの解析 
・体重の変化：TASK2 ヘテロ KO マウス同
士を交配後、生まれた仔を 4 週令で
genotyping し WT, ヘテロ KO, ホモ KO を
判別後、5 週令から体重を１週間ごとに測定
し変化を観察した。 
・マウスへの酸塩基負荷：WT、KO マウスへ
酸負荷として、0.28M NH4Cl 溶液を自由飲
水または 0.4M HCl 溶液を重量比 1:1 で粉末
餌に混ぜ与えた。アルカリ負荷は 0.28M 
NaHCO3溶液を自由飲水させた。5 日目の朝
に代謝ケージに 1 匹ずつ入れ、6 日目の朝に
24 時間尿を採取した。マウスはイソフルレン
麻酔下で採血した。尿、血液は pH、電解質
濃度等を測定した。 
 
４．研究成果 
（１）マウス TASK2 mRNA は、腎臓におい
ては近位曲尿細管(PCT)、近位直尿細管(PST)
に発現があり、糸球体(Glm)、ヘンレループ
(HL)、遠位曲尿細管、集合管(CD)には発現し
ていなかった(Fig.1)。近位尿細管の TASK2 
mRNA は、酸負荷（0.28M NH4Cl 溶液飲水）
またはアルカリ負荷（0.28M NaHCO3溶液飲
水）によって発現量は変化しなかった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



（２）TASK2 KO マウスの表現型解析 
・体重変化 
TASK2ヘテロKOマウスはWTと有意な差は
なかったが、ホモ KO マウスは測定開始 5 週
令からすでに体重が少なく、測定期間 5～11
週令まで傾向は変わらず平均 14.3%少ないま
まだった。 
・TASK2 KO マウスの解析 
標準飼育下における KO（8 週令）の血漿 pH, 
HCO3

-濃度は WT より有意に低く(pH: WT 
7.38±0.01, KO 7.23±0.01  (P < 0.005), HCO3

- 
(mM): WT 18.8±0.9, KO 15.4±1.0 (P < 0.05))、
軽度の代謝性アシドーシスを示した。また、
10 ヶ月令の KO マウスにおいても体重（g）
は有意に少なく(WT 41.9±6.1, KO 30.1±2.4)、
血漿 pH, HCO3-も有意に低下したままだっ
た（血漿pH: WT 7.36±0.02, KO 7.29±0.02 (P 
< 0.005). 血漿 HCO3- (mM): WT 19.3±0.9, 
KO 17.8±0.4 (P < 0.05)）。アシドーシスを改
善させるための治療をすることなく飼育し
た TASK2 KO マウスは、18 ヶ月齢以上生存
し、早期の死亡率は高くなかった。 
・酸（NH4Cl, HCl）負荷 
WT、KO マウスに、0.28 M NH4Cl 溶液を 6
日間飲水させてアシドーシスを誘導し、血
液・尿成分を調べた。KO の血漿 pH、HCO3-

は、NH4Cl 負荷で追加的低下（酸性化）は見
られなかった（血漿 pH: +NH4Cl, WT 
7.35±0.01, KO 7.20±0.01 (P < 0.005)。血漿
HCO3- (mM): +NH4Cl, WT 15.6±0.6, KO 
14.8±1.8）。一方、尿 pH は WT, KO に有意
な差はなく、NH4Cl 負荷で共に低下した。尿
中 NH3/NH4+排泄量（mg/d）も、WT、KO
に有意な差はなく、NH4Cl 負荷で増加した
（ Control, WT 0.5±0.1, KO, 0.4±0.1 ；
+NH4Cl, WT 14.1±1.0, KO 12.0±1.5 ）。
NH4Cl 負荷では、アシドーシスによって産生
されたアンモニア排泄量を測定することが
困難であるため、HCl 負荷によるアシドーシ
ス誘導も試みた。経口 HCl 負荷（6 日間）に
おいても、血漿 pH、HCO3-は WT, KO 共に
低下した（血漿 pH: +HCl, WT 7.28±0.01, 
KO 7.15±0.06 (P < 0.05) (Fig.2)。血漿 HCO3- 

(mM): +HCl, WT 13.1±0.6, KO 12.7±0.7）
(Fig.3)。尿 pH は WT, KO に有意な差はなく、
HCl 負荷で共に低下した(Fig.4)。NH3/NH4+

排泄量は WT、KO に有意差なく、KO は酸
負荷により NH3を産生していた（+HCl, WT 
16.9±1.8, KO 21.8±3.0）(Fig.5)。TASK2 KO
マウスは、近位尿細管細胞における NH3産生
の閾値（感受性）が低下していると考えられ
た。 
・アルカリ（NaHCO3）負荷 
KO, WT マウスに、0.28 M NaHCO3溶液を
自由飲水させてアルカリ負荷を行った（6 日
間）。WT, KO 共に、血漿 pH、HCO3-は、
NaHCO3 負 荷 で 増 加 し た （ 血 漿 pH: 
+NaHCO3群, WT 7.43±0.01, KO 7.38±0.04 
(P < 0.005). 血漿 HCO3- (mM): +NaHCO3群, 
WT 23.2±1.1, KO 22.4±1.7））。KO、WT の

血漿 Na+、K+、Cl-、Pi、Ca2+、クレアチニ
ン濃度に有意な差はなかった。予期された事
ではあるが、TASK2 KO マウスへの 0.28M 
NaHCO3飲水負荷は、アシドーシスを改善さ
せた。 
以上のことから、TASK2 KO マウスはⅡ型

尿細管性アシドーシスを示し成長が遅滞し
たが、アルカリ補充療法をするとアシドーシ
スは改善した。しかし、アルカリ補充治療な
しでも長期間生存し、Ⅱ型尿細管性アシドー
シスのモデル動物として有用であると考え
られた。 
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