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研究成果の概要（和文）：メラトニンは、セロトニンからN-アセチルセロトニン(NAS)を経て生成される。膵β
細胞でNASが生成されることを示唆する結果を得たことから、NASがオートクリンとしてメラトニン受容体に作用
するという仮説に変更して検討を行った。その結果、β細胞におけるグルコース誘発[Ca2+]iオシレーションや
インスリン分泌をNASがメラトニンMT2受容体を介して抑制することや、β細胞におけるNAS生成が妊娠期に低下
することなどが示された。すなわち、β細胞で生成されるNASがオートクリンとしてMT2受容体を介してインスリ
ン分泌を制御しており、妊娠期における血糖制御にこの機構が関与していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Melatonin derives from serotonin via N-acetylserotonin (NAS). The expression
 of melatonin receptors in pancreatic β-cells has been demonstrated; however, physiological roles 
of melatonin receptors or their intrinsic ligands in β-cells remain to be fully elucidated. In this
 study, we found that AANAT, which converts serotonin to NAS, is expressed in pancreatic β-cells, 
suggesting that NAS is produced from serotonin in β-cells. We therefore tested the hypothesis that 
NAS functions as autocrine in β-cells. We showed that NAS inhibits glucose-induced [Ca2+]i 
oscillation and insulin secretion in β-cells through the activation of melatonin MT2 receptors, and
 that the expression of AANAT is significantly decreased in pancreatic islets at gestational day 12.
 These results suggest that NAS produced in β-cells functions as autocrine, inhibiting insulin 
secretion via MT2 receptors, and that this mechanism may contribute to the regulation of blood 
glucose during gestational period.

研究分野： Pharmacology
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１．研究開始当初の背景 

 膵 β 細胞にはメラトニン MT1および MT2

受容体が存在しており、松果体から分泌され

るメラトニンによる概日リズムの同調を介

した膵 β 細胞機能の調節が提唱されている。

我々も、末梢体内時計によるインスリン分泌

調節の可能性について解析を行い、メラトニ

ンが膵 β細胞からのインスリン分泌を抑制す

ること、さらにグルコース誘発インスリン分

泌よりも、インクレチンである GLP-1による

グルコース誘発インスリン分泌の促進効果

をより強く抑制することを示唆する結果を

得た。しかし興味深いことに、松果体におけ

るメラトニン産生が認められない C57BL/6J

マウスの膵島においても、メラトニン産生が

認められる C3H/He マウスの膵島と同等レベ

ルの MT1および MT2受容体の発現が認めら

れ、さらに、単離した膵島からのインスリン

分泌に対するメラトニンの効果にも両者で

違いが認められなかった。そこで、松果体以

外の部位から分泌されるメラトニンにより

膵 β細胞からのインスリン分泌が調節されて

いるのではないかと考え、まずは、末梢にお

ける主なメラトニン産生部位である腸管に

着目して検討を行うこととした。 

 

２．研究の目的 

末梢体内時計の同調因子として知られる

松果体ホルモン・メラトニンは、腸管におい

ても産生されることが知られている。そこで、

膵 β 細胞に存在するメラトニン MT1および

MT2受容体に作用するメラトニンの起源を明

らかにすることを目的とし、その候補として

腸管の内分泌細胞を想定した。腸管由来のメ

ラトニンが同じく腸管から分泌される GLP-1

と拮抗し、インスリン分泌を巧妙に調節して

いるという新たなインスリン分泌調節機構

の存在を仮定した。メラトニンは主に松果体

でセロトニンからメラトニン合成酵素であ

る AANAT (arylalkylamine N-acetyltransferase) 

お よ び HIOMT (hydroxyindole O-methyl- 

transferase) を介して合成される。メラトニン

の腸管における産生を解析するにあたって、

膵 β細胞におけるメラトニン産生の有無につ

いても検証した。その結果、マウス膵島には

AANAT は発現しているが HIOMT は発現し

ていないことが示され、膵 β細胞においてメ

ラトニンが産生されている可能性は否定さ

れた。しかし、AANAT の発現が認められた

ことから、膵 β細胞においてメラトニンの前

駆体である N-acetylserotonin（NAS）が産生さ

れる可能性が新たに生じた。他の細胞では、

NAS がメラトニン受容体を刺激することが

報告されている。そこで、膵 β細胞において

も NAS がメラトニン受容体アゴニストとし

て機能するとすれば、膵 β細胞で産生される

NAS がオートクリンとしてメラトニン受容

体を介してインスリン分泌調節に関与する

という、新たなインスリン分泌調節機構の存

在が示唆できる。さらに、膵 β細胞では、NAS

の前駆物質であるセロトニンは妊娠中期に

特異的に生成され、妊娠時のインスリン抵抗

性状態を代償するための膵β細胞量の増大

及びインスリン分泌の増加をもたらすこと

が示唆されており、セロトニンから生成され

る NAS も妊娠中期に特異的に生成されると

予想される。すなわち、膵 β細胞においてオ

ートクリンとして働く NAS が、その発症機

序が未だに不明な妊娠糖尿病と関連する可

能性も考えられた。さらに、近年のゲノムワ

イド関連解析（GWAS）により、妊娠糖尿病

の疾患遺伝子関連領域として、メラトニン

MT2受容体遺伝子 MTNR1B の変異が報告さ

れ、妊娠糖尿病患者におけるMT2受容体の発

現上昇が示唆された。そこで、膵 β細胞にお

けるメラトニン受容体アゴニストとしての

NAS の可能性と妊娠糖尿病との関係を明ら

かにすることは、より大きな意義を持つと判

断し、目的を変更して解析を行った。 

 



３．研究の方法 

(1) 膵 β 細胞における AANAT 及びメラトニ

ン受容体の発現解析：C57BL/6J雄性及び雌性

マウス（妊娠及び非妊娠）から単離した膵島

及び β 細胞、マウス由来膵β細胞株 MIN6B

細胞、ラット由来膵β細胞株 INS-1D 細胞に

おける AANAT、MT1受容体、MT2受容体の

発現、及び発現量の変化を RT-PCR、real-time 

RT-PCRにより解析した。 

 

(2) 膵 β細胞における NASの作用解析：イン

スリン分泌及び細胞内 Ca2+濃度（[Ca2+]i）に

対する NASの作用を、C57BL/6J雄性及び雌

性マウスの単離膵島及び β細胞、MIN6B細胞、

INS-1D細胞を用いて解析した。インスリン分

泌は RIA を用いて定量した。[Ca2+]i変化は、

Ca2+蛍光指示薬 fura-PE3を用いた画像解析に

より解析した。 

 

４．研究成果 

(1) 膵β細胞におけるメラトニン受容体の発

現：膵β細胞におけるメラトニンの機能を検

証するために、まずメラトニン受容体の発現

をマウス膵島およびβ細胞株を用いて検証

した。RT-PCR により、メラトニン MT1及び

MT2受容体の発現がいずれの標本においても

確認された。なお、マウス膵島や MIN6B 細

胞に比べ、INS-1D細胞においては、MT2受容

体の発現が MT1 受容体よりも相対的に高い

ことが確認された。 

 

(2) マウス膵島におけるメラトニン合成酵素

の発現：雄性及び雌性 C57BL/6J マウスから

単離した膵島を用いて、AANAT及び HIOMT

の発現を RT-PCRにより解析した。その結果、

HIOMTの発現はC57BL/6Jマウス膵島では認

めらなかったが、AANAT の発現が雄性及び

雌性マウスのいずれの膵島において同程度

に認められた。 

 

(3) 膵 β 細胞株による AANAT の発現変化：

妊娠期マウスの膵島においては、膵島内のセ

ロトニン含量が妊娠 12 日目で増加すること

が報告されている。そこで、妊娠 12 日目を

擬した高濃度セロトニン存在下で MIN6B 細

胞を 48時間培養したところ、10 μMセロトニ

ンによりNAS合成酵素であるAANATの発現

が上昇することが示された。 

 

(4) 妊娠マウスの膵島における AANAT 及び

メラトニン受容体の発現変化：膵 β細胞株で

示唆された妊娠期の膵島における AANATの

発現変化について in vivoで確認した。非妊娠、

妊娠 12 日目、15 日目の雌性マウスから単離

した膵島を用いて、AANATの発現を real-time 

RT-PCRにより解析した。その結果、AANAT

の発現に違いは認められなかった。すなわち、

通常の妊娠期におけるセロトニン濃度の上

昇では、AANAT の発現には影響しないこと

が示唆された。一方、メラトニン MT1 及び

MT2 受容体の発現についても調べたところ、

妊娠 12 日目の膵島における MT2受容体の発

現が有意に低下していることが示された。す

なわち、セロトニンの濃度が上昇する妊娠 12

日目では、メラトニン受容体を介した反応は

低下する可能性が示された。 

 

(5) 膵 β細胞における NASの[Ca2+]i変化に対

する作用：マウス初代培養 β 細胞を用いて、

インスリン分泌の指標となる[Ca2+]i に対する

NASの作用を検討した。インスリン分泌刺激

濃度である 11.1 mMグルコース存在下におい

て、膵 β細胞では [Ca2+]iオシレーションが誘

発される。この状態で、NASを累積的に処置

すると、グルコース誘発[Ca2+]i オシレーショ

ンが濃度依存的に抑制された。この NAS の

抑制作用は、非選択的メラトニン受容体拮抗

薬である luzindole により消失した。また、

MT2受容体選択的拮抗薬である 4-P-PDOT の

効果も検討したところ、一部の細胞において



NASによる抑制効果が消失した。INS-1D 細

胞及び MIN6B 細胞においても同様の検討を

行ったところ、いずれの細胞でも NAS によ

る[Ca2+]i オシレーション抑制効果が認められ

た。なお、MT2受容体の発現が相対的に高い

INS-1D 細胞において、NASによる抑制効果

がより強く現れる傾向が認められた。 

 

(5) 膵 β細胞におけるNASのインスリン分泌

に対する作用：NASによる[Ca2+]iオシレーシ

ョン抑制効果が強く認められた INS-1D 細胞

を用いて、NASがグルコース誘発インスリン

分泌に及ぼす効果を調べた。16.7 mMグルコ

ースにより誘発されるインスリン分泌を 

NASは濃度依存的に抑制した。 

 

以上の結果から、NAS は主にメラトニン

MT2受容体を介してインスリン分泌を抑制す

ることが示唆され、膵 β細胞に存在するメラ

トニン受容体の生理的リガンドが膵 β細胞で

産生される NAS である可能性が示された。

高濃度のセロトニンによる膵 β細胞における

AANAT の発現上昇が認められたことから、

妊娠期にセロトニン生成が過度に上昇した

場合には NAS の生成も上昇する可能性が考

えられる。セロトニンは妊娠中期に特異的に

膵島内濃度が上昇し、妊娠時のインスリン抵

抗性状態を代償するための膵β細胞量の増

大及びインスリン分泌の増加をもたらすこ

とが示唆されている。一方、NASはインスリ

ン分泌抑制作用を示したことから、膵 β細胞

でセロトニンから生成される NAS がオート

クリンとしてMT2受容体に作用し、セロトニ

ンの作用に対して抑制的に働く、ネガティブ

フィードバックの機構として働いている可

能性が示された。さらに、膵島内セロトニン

濃度が上昇する妊娠 12 日目には、MT2受容

体の発現が低下することから、この時期には

セロトニンの作用が NAS の作用よりも優位

になることで、妊娠期における血糖上昇を制

御している可能性が示された。当初は、膵 β

細胞のメラトニン受容体に作用する生理的

リガンドとして、腸管由来のメラトニンを想

定して研究を計画したが、当初の想定とは異

なり、膵 β 細胞由来の NAS がオートクリン

として膵 β細胞のメラトニン受容体に作用す

るという全く新しい機構の存在を示唆する

ことができた。さらに、妊娠期における血糖

調節への関与を示唆する結果も得られたこ

とから、さらなる研究の発展が見込まれ、萌

芽的研究として大きな成果を挙げることが

できた。 
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