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研究成果の概要（和文）：内分泌細胞におけるTASK1チャネルの機能および生理学的意義について解析した。NGF
およびムスカリン存在下でのTASK1チャネルの機能調節に、クラスリン依存性エンドサイトーシスが関与するこ
とを明らかにした。さらに、チャネルエンドサイトーシスの制御機構を解析し、NGF、ムスカリン存在下では、
異なる分子機構によって制御されていることを明らかにした。また、TASK1チャネルKOマウスを用いた解析によ
り、TASK1チャネルKOマウスの副腎髄質細胞では、pH感受性の低下、アドレナリン分泌量の減少を示し、アドレ
ナリン分泌促進にTASK1チャネルが重要な役割を果たすことを示唆した。

研究成果の概要（英文）：I investigated the function and physiological role of TASK1 channels in 
endocrine cells. Pharmacological and molecular biological analyses showed that TASK1 channels are 
regulated by the clathrin-dependent endocytosis in NGF- and muscarine-stimulated adrenal medullary 
and PC12 cells. Additionally, it showed that the molecular mechanisms regulating channel endocytosis
 differ between NGF-induced endocytosis and muscarine-induced endocytosis. The AM cells prepared 
from TASK1 KO mice indicated the decrease of pH sensitivity and adrenaline secretion, suggesting 
TASK1 channels play an important role in a sensor of acidosis and adrenaline secretion in AM cells.

研究分野：細胞生理学

キーワード： TASKチャネル
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

 多様な生理機能に重要な働きをする2Pドメ

インKチャネルファミリーのTASKチャネルに

注目し研究を進めている。副腎髄質(AM)細胞

のアドレナリン分泌システムにおけるTASK1

チャネルの役割と機能調節の分子機構を解析

し、内分泌細胞におけるTASK1チャネルの重要

性が示唆された。しかしながら、生理機能発

現に果たすTASK1チャネルの役割やその機能

調節機構の詳細については不明なままである。 

 本課題におけるTASK1チャネルの機能および

生理学的意義の解明が、副腎髄質での細胞内

カルシウムシグナリングやホルモン分泌機構

の解明を推進するものと期待される。また、

TASK1チャネルKOマウスを用いた個体レベル

での解析は、カテコールアミンの異常高値を

示す心筋梗塞、糖尿病、慢性腎不全等の副腎

疾患に関わる多くの生命現象の分子的理解を

推進するものと期待される。 

 
２．研究の目的 

 本課題では、内分泌細胞の生理機能発現にお

けるTASK1チャネルの分子基盤の解明を最終

目的とし、内分泌細胞のホルモン分泌機構に

おけるTASK1チャネルの機能およびその生理

的意義を詳細に解明することを目的とする。 

 

３．研究の方法 

(1) 細胞培養・トランスフェクション 

PC12細胞は、serum starvation後、NGF刺激ま

たはムスカリン刺激を行った。また、各阻害

剤処理は、各刺激の前後行った。PC12細胞へ

の遺伝子導入は、リポフェクション法を用い

た。単離AM細胞は、Ca2+ free平衡塩溶液に30

分間置いた後、NGF刺激またはムスカリン刺激

を行った。 

 

(2) Proximity ligation assay  

Duolink In Situ kit(Olink Bioscience社)

を用いたProximity ligation assayにより、

TASK1チャネルとSrc kinasesの相互作用につ

いて解析した。PLA反応の検出は、共焦点レー

ザー顕微鏡を用いた。 

 

(3) 免疫染色法・顕微鏡観察 

AM細胞におけるTASK1チャネルおよびエンド

サイトーシス関連分子は、免疫染色法で検出

した。PC12 細胞における endogenous および

exogenous TASK1 チャネルおよびエンドサイ

トーシス関連分子はGFP蛍光および免疫染色

法で検出した。各蛋白質の細胞内局在は、共

焦点レーザー顕微鏡で観察した。 

 

(4) マウス AM 細胞の電気生理学的実験 

WT および TASK1 チャネル KO マウス副腎髄質

をコラゲナーゼで処理して、AM 細胞を単離し

た。この単離細胞から穿孔パッチクランプ法

を用いて全細胞電流を記録した。また、アン

ペロメトリー法を用いて、単離 AM 細胞から

のカテコールアミン分泌を測定した。pH依存

性のカテコールアミン分泌量を WT と TASK1

チャネル KO マウス間で比較した。 

  

４．研究成果 

 NGF刺激に伴うTASK1チャネルのクラスリン

依存性エンドサイトーシスの制御機構につ

いて解析した。TrkA の下流因子の関与につい

て、各種阻害剤を用いて解析した。TrkA、PI3K、

PLC阻害剤処理したPC12細胞において、TASK1

チャネルのエンドサイトーシスの抑制が観

察された。さらに、PLC の下流因子 PKC につ

いても阻害剤を用いて解析した結果、在来型 

PKC が TASK1 チャネルのエンドサイトーシス

に関与することが示唆された。   

 また、NGF 刺激によって TASK1 チャネルのチ

ロシンリン酸化の亢進が観察されたので、

Src kinase の関与についても調べた。その結

果、Src kinase による TASK1 チャネルの 370

番目の Tyr のリン酸化が、チャネルのエンド

サイトーシスに関与することが示唆された。

さらに、Proximity ligation assay により、



Src kinase と TASK1 チャネルの NGF刺激依存

的な一過性の相互作用もチャネルのエンド

サイトーシスに関与することが示唆された。 

 以上の結果より、TASK1 チャネルのエンドサ

イトーシス制御には、PI3K pathway、PLC-PKC 

pathway、Src kinase の活性化および相互作

用が関与することが示唆された。また、ムス

カリン存在下でのTASK1チャネルのエンドサ

イトーシスについても、AM細胞および P12 細

胞を用いて解析した。薬理学的・分子生物学

的手法を用いて解析した結果、チャネルエン

ドサイトーシスを制御する分子機構につい

て明らかにした。これらの結果は、論文にま

とめ現在投稿中である。 

 次に、TASK1 チャネル KO マウスの AM 細胞を

用いて、アドレナリン分泌における TASK1 チ

ャネルの役割について解析した。その結果、

WTのAM細胞では、細胞外pH変化に応答して、

内向き電流が発生するのに対し、TASK1KO マ

ウス AM 細胞では、この電流応答の消失が観

察された。   

 また、pH変化に応答してWTのAM細胞では、

カテコールアミンの分泌促進が観察された

が、TASK1KO マウス AM 細胞では、そのような

変化は観察されなかった。以上の結果より、

アドレナリン分泌促進にTASK1チャネル発現

が必要であることが示唆され、その詳細につ

いて現在解析中である。 
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