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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の分子機構について、

薬理学的・分子生物学的手法を用いて解析した。NGF 存在下の副腎髄質細胞および PC12 細胞に

おいて、TASK1 チャネルは、クラスリン依存性エンドサイトーシスによって制御されているこ

とが明らかとなった。さらに、その制御には、Src によるチロシンリン酸化、PI3K 活性、PLC

γ活性が重要な役割を果たすことが示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）：I investigated the molecular mechanism of regulation of TASK1 

channels in endocrine cells. Pharmacological and molecular biological analyses showed 

that TASK1 channels are regulated by the clathrin-dependent endocytosis in NGF-stimulated 

adrenal medullary and PC12 cells. Furthermore, it was suggested that NGF-induced 

endocytosis of TASK1 channels is regulated by its posttranslational modification through 

activation of Src and the direct or indirect effects of activation of both PLCγ and PI3 

kinase. 
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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。現在までに、TASK

ファミリーのうち、TASK1チャネルがラット副

腎髄質細胞において、pH依存的なカテコール



アミン分泌調節に関与すること、副腎髄質に

おいてTASK1チャネルが運動時のアシドーシ

スセンサーとして機能することを示唆した。

このように、内分泌細胞におけるTASK1チャネ

ルの重要性は示唆されたが、その詳細な機能

や活性制御の機構についての報告はほとんど

ない。本課題におけるTASK1チャネルの作用機

序および活性制御機構の解析が、副腎髄質細

胞のカルシウムシグナリングの解明、さらに

は、内分泌細胞でのカルシウムシグナリング

およびホルモン分泌機構の解明へとつながる

ものと考えられる。 

 

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、内分泌細胞におけるTASK1チャネ

ルの機能調節機構を分子レベルで詳細に解明

することを目的とする。 

 

３．研究の方法 

(1) TASK1 チャネル変異体の作製 

各 TASK1 チャネル変異体は、quick change 

site directed mutagenesis 法を用いて作製

した（Y317F、Y340F、L263A、L264A）。その

他発現ベクター（AP180-myc、Rab5-GFP、

HA-/Flag-TrkA(WT/Y760F/Y794F)）は、譲り

受けたものを使用した。 

 

(2) 細胞培養・トランスフェクション 

PC12 細胞および PC12nnr5 細胞は、serum 

starvation 後、NGF 刺激を行った。また、各

阻害剤処理は、NGF 刺激の前後行った。PC12

細胞および PC12nnr5細胞への遺伝子導入は、

リポフェクション法を用いた。 

 

(3) 免疫染色・顕微鏡観察 

副腎髄質細胞における内在性の TASK1チャネ

ルは、免疫染色法で検出した。 

PC12細胞における内在性のTASK1チャネルお

よび TrkA、HA-/Flag-/myc-融合蛋白質、エン

ドソームマーカー蛋白質、AP 複合体ファミリ

ー（AP2 複合体）は免疫染色法で検出した。

GFP-TASK1 チャネル(野生型・変異型)および

免疫染色法で検出した各蛋白質の細胞内局

在は、コンフォーカル顕微鏡で観察した。 

 

(4) ウエスタンブロット・免疫沈降 

PC12細胞およびGFP-TASK1チャネル(野生型・ 

変異型)を発現させた PC12細胞を阻害剤存在

下・非存在下で 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

り内在性 TASK1 チャネル、GFP-TASK1 チャネ

ル(野生型・変異型)の発現、Src、Akt の発現･

活性化を検出した。また、免疫沈降法により

NGF 刺激による TASK1 チャネルのチロシンリ

ン酸化状態を検出した。 

 

４．研究成果 

 通常、副腎髄質細胞および PC12細胞では、

TASK1 チャネルは、細胞膜局在を示す。とこ

ろが、NGF 存在下では、TASK1 チャネルは細

胞膜から細胞質へと移行する様子が観察さ

れた。また、その他細胞外刺激によっても同

様の細胞内局在変化が観察された。 

 この細胞内局在変化について、各種阻害剤

（エンドサイトーシス阻害剤）や強制発現系

（AP180-myc）を用いて解析した。その結果、

TASK1 チャネルの NGF刺激に伴う細胞内局在

変化は、クラスリン依存性エンドサイトーシ

スによって制御されていることが示唆され

た。 

 次に、クラスリン依存性エンドサイトーシ

スに重要なアミノ酸残基の同定を行った。作

製した変異体のうち、263、264 番目のジロイ

シンモチーフ変異体(L263A、L264A)において、



エンドサイトーシスの抑制が観察された。

LL263/264 のジロイシンモチーフが、TASK1

チャンルのエンドサイトーシス制御に重要

な役割を果たすことが示唆された。 

 次に、TASK1 チャネルのクラスリン依存性

エンドサイトーシスを制御するシグナル伝

達系について解析した。 

 ウエスタンブロット・免疫沈降法により、

NGF 刺激依存的に TASK1 チャネルのチロシン

リン酸化が亢進することが観察された。さら

に、Src 阻害剤処理やドミナントネガティブ

Src 発現によって TASK1 チャネルのエンドサ

イトーシスが抑制され、Src 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。 

 さらに、各阻害剤（TrkA、PI3K、PLC）お

よび TrkA 欠損 PC12 細胞を用いた解析の結果、

TrkA阻害剤処理PC12細胞およびTrkA欠損細

胞において、TASK1 チャネルエンドサイトー

シスの完全な抑制が観察された。また、PI3K、

PLC 阻害剤処理 PC12 細胞および TrkA 

Y760F/Y794F を再導入した TrkA 欠損 PC12 細

胞においては、一部 TASK1 チャネルのエンド

サイトーシスが抑制された。 

 以上の結果より、TASK1 チャネルの機能調

節にジロイシンモチーフ（LL263/264）を介

したクラスリン依存性エンドサイトーシス

が関与し、その制御には、TrkA のチロシンキ

ナーゼ活性、Src によるチロシンリン酸化制

御、PI3K、PLC 両酵素による直接的あるいは

間接的な制御が重要な役割を果たすことが

示唆された。 
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