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研究成果の概要（和文）：内分泌細胞におけるTASK1チャネルの機能調節機構について解析した。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。PC12細胞におけるムスカリン刺激に伴うTASK1チャネルエンドサイトーシスは、PKC-Pyk2-Src 
pathwayが関与することを示唆した。さらに、TASK1チャネルの細胞膜局在化の機構について解析した結果、
TASK1チャネルは、p11タンパク質との結合時、細胞質に局在し、その結合の解離により、細胞膜へと移行し、局
在化していることが示唆された。

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. Furthermore, it showed that muscarine-induced endocytosis of TASK1 channels is 
regulated through PKC-Pyk2-Src pathway in PC12 cells. Additionally, TASK1 channels were localized at
 plasma membrane in PC12 cells is due to a lack of p11 protein. On the other hand, the treatment 
with NGF of PC12 cells was induced the expression of p11 proteins and resulted in a change in 
membrane localization of TASK1 channels. These results indicate that TASK1 channels were 
translocated and localized to plasma membrane by dissociating from p11 proteins.

研究分野： 細胞生理学

キーワード： TASKチャネル

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究課題では、TASK1チャネルの機能調節機構を明らかにした。ムスカリン受容体によるKチャネルの抑制は、
多くのチャネルが、gatingの変化によって制御されていることが知られている。今回申請者は、Kチャネルの1つ
であるTASK1チャネルの抑制には、gatingの変化だけでなくエンドサイトーシスが関与することを世界で初めて
明らかにした。本研究成果は、TASKチャネルファミリーの機能制御機構を明らかにするとともに、未解明の多く
のKチャネルの機能制御機構の解明を推進するものと期待され、学術的意義は高い。

※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、研究者個人に帰属します。
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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 

 

 

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。 

 

(3) ウエスタンブロット法 

serum starvation後、PC12細胞をムスカリンまたはNGF刺激した。得られた細胞抽出液を用

いて、ウエスタンブロット法により、Src、Pyk2の発現･活性化を検出した。ラット副腎皮

質・髄質、PC12細胞±NGF、NEK293T細胞におけるp11タンパク質の発現についても、各細

胞抽出液を調整し、ウエスタンブロット法を用い検出した。 

 

(4) 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、TASK1チャネルとp11、Pyk2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。 

 

(5) 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．研究成果 

 

TASK1 チャネルエンドサイトーシスの分子機構をさらに詳細に解析した。PC12 細胞におけ

るムスカリン刺激に伴う TASK1 チャネルエンドサイトーシスに PKCαの活性化が重要な役

割を果たすことを明らかにした。ムスカリン刺激により活性化した PKCα が、Pyk2 のセリ

ン残基のリン酸化を亢進させることによって、PKCαと Pyk2 の相互作用、さらには Pyk2 と

Src の細胞膜での相互作用を促進することを明らかにした。PKC-Pyk2-Src pathway を介して、

TASK1 チャネルのエンドサイトーシスが誘導されていることを示唆した。 

 近年、細胞内タンパク質の p11(S100A10)が TASK1 チャネルと相互作用し、細胞膜へのト

ラフィッキングに関与することが報告された。そこで、TASK1 チャネルの細胞膜局在への

p11 の関与についても解析した。副腎髄質細胞由来 PC12 細胞において、通常培養では、p11

タンパク質の発現はほとんど認められず、一方、神経成長因子 NGF で分化刺激すると p11

タンパク質の発現上昇が認められた。それら(NGF 有無)細胞での TASK1 チャネルの細胞内

局在を観察した結果、通常培養の PC12 細胞では、ほとんどが細胞膜局在を示し、NGF 刺激

した PC12 細胞では、ほとんどが細胞質(ER 近傍)局在を示した。さらに、通常培養の PC12

細胞に myc tag-p11 タンパク質を一過性に発現させた細胞での TASK1 チャネルの細胞内局

在を観察したところ、細胞膜から細胞質へと局在の変化が観察された。p11 タンパク質の発

現量により TASK1 チャネルの細胞内局在が異なることを明らかにした。以上の結果より、

p11 タンパク質は、通常、TASK1 チャネルを ER に留めておき、細胞外刺激に伴い、解離す

ることで TASK1 チャネルを細胞膜へと移行させていることが示唆された。  
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