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研究成果の概要（和文）： マウス膵島において、メラトニンMT1及びMT2受容体、セロトニンからN-アセチルセ
ロトニン（NAS）を生成するAANAT の発現が認められたが、発現量の雌雄差は認められなかった。また、NASから
メラトニンを生成するHIOMTの発現は検出されず、雌マウス妊娠期における発現も認められなかった。一方で、
膵β細胞でのAANATの発現が細胞内cAMPの上昇により増大することや、NASによりグルコース誘発インスリン分泌
が抑制されることを確認した。以上の結果より、膵β細胞においてcAMP依存的にNASが産生され、インスリン分
泌を抑制することが示唆されたが、妊娠糖尿病との関連を支持する結果は得られなかった。

研究成果の概要（英文）：   In mouse pancreatic islets, the expression of melatonin MT1 and MT2 
receptors and AANAT, an enzyme that catalyzes production of N-acetylserotonin (NAS) from serotonin, 
was detected, although sexual differences were not observed in the levels of expression. The 
expression of HIOMT, an enzyme that catalyzes production of melatonin from NAS, was not detected in 
mouse pancreatic islets even in female gestation period. We also found that the expression of AANAT 
in pancreatic β cells was increased by the adenylate cyclase activator forskolin and that NAS 
suppresses glucose-stimulated insulin secretion (GSIS) via suppressing intracellular Ca2+ elevation.
 
   In summary, the results obtained here suggest that NAS is produced in pancreatic β cells in a 
cAMP-dependent manner and plays a role as a suppressor in GSIS; however, the evidence supporting the
 involvement of melatonin-related signaling in gestational diabetes has not been obtained.

研究分野： 薬理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
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、主に松果体でセロトニンからAANATと
HIOMTという２つの酵素を介して生成される。我々は、マウス膵島にAANATが発現していることを見出し、さらに
セロトニンが妊娠中期に特異的に生成されることに着目して、膵β細胞におけるメラトニン関連シグナルが、発
症機序が未だに不明な妊娠糖尿病と関連する可能性を考えた。残念ながら、メラトニン関連シグナルの妊娠糖尿
病への関与を示す結果は得られなかったが、メラトニン産生の中途物質であるNASが膵β細胞で産生されてイン
スリン分泌調節に関与する可能性を示し、新たなインスリン分泌調節機構を提唱した。

※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。



１．研究開始当初の背景 

膵β細胞では、妊娠期に分泌されるプロラクチンにより tryptophan hydroxylase（TPH）の

発現が亢進し、セロトニンが生成される。セロトニンはインスリン顆粒に取り込まれてイン

スリンと共に分泌され、5-HT3受容体を介してインスリン分泌を促進し、5-HT2b受容体を介

して膵 β細胞量を増加させることが報告されている。これらの作用は、妊娠期でのインスリ

ン抵抗性状態を代償するものと考えられている。一方で、セロトニンから生成されるメラト

ニンがインスリン分泌抑制作用を示すことや膵 β 細胞にメラトニン受容体が発現している

ことも報告されており、我々もこれらを確認した。ただし、膵 β細胞におけるメラトニン受

容体を介したインスリン分泌調節は概日リズムとの関連が着目されたものであり、松果体

ホルモンとしてのメラトニンの作用を想定していた。興味深いことに、我々は松果体でのメ

ラトニン産生が認められないC57BL6/Jマウスの膵島でもメラトニン受容体が発現している

ことを見出し、セロトニンと同様に、メラトニンが膵 β細胞で生成されて分泌される可能性

について検討した。その結果、雄性 C57BL6/Jマウスの膵 β細胞には、セロトニンから N-ア

セチルセロトニン（NAS）を生成する arylalkylamine N-acetyltransferase (AANAT) は発現して

いること、しかしNASからメラトニンを生成する hydroxyindole-O-methyltransferase (HIOMT) 

は発現していないことを見出した。NAS は、メラトニンよりも親和性は低いものの、メラ

トニン受容体刺激作用を有することが報告されていたことから、膵 β 細胞ではメラトニン

ではなく、NAS が産生されてメラトニン受容体アゴニストとして作用している可能性が予

想された。一方で、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の変異が報告された。MTNR1B遺伝

子の変異は MT2 受容体の発現上昇をもたらす。MT2 受容体刺激は、セロトニンによる 5-

HT3受容体刺激とは逆に、インスリン分泌抑制効果をもたらす。そこで我々は、膵β細胞に

おいて妊娠時特異的に産生されるセロトニンとその代謝系であるメラトニン関連シグナル

に着目し、メラトニン関連シグナルの変化によりセロトニンと NASのバランスが崩れると

妊娠糖尿病に至るのではないかとという仮説を立てた。 

 

２．研究の目的 

本研究では、雄性、雌性、妊娠マウスの膵β細胞におけるメラトニン関連シグナルを検討

することで、その膵β細胞における生理的意義を確立すること、およびメラトニン関連シグ

ナルの変化と妊娠時の糖尿病発症との関係を検証することを目的とした。 

 



３．研究の方法 

(1) 膵 β 細胞におけるメラトニン関連シグナルの解析：8–10 週齢の雄性及び雌性 C3H/He

マウス、妊娠各期の雌性 C3H/Heマウスから膵島を単離し、メラトニン関連シグナル分子で

ある AANAT、HIOMT、メラトニンMT1受容体、MT2受容体の発現を western blottingによ

り解析した。 

(2) 膵 β 細胞における AANAT の発現調節の解析：INS-1細胞における AANAT の発現調節

について RealTime-qPCRおよび western blotにより解析した。 

(3) 膵 β 細胞における NAS のグルコース誘発インスリン分泌に対する作用の解析：雄性及

び雌性 C3H/He マウスの単離膵島及び INS-1 細胞におけるグルコース誘発インスリン分泌

に対するメラトニン及び NASの効果を検討した。 

(4) 膵 β細胞において生成される NASの定量：INS-1 細胞を 各種刺激条件下で 14 時間培

養した後サンプル回収を行なった。回収したサンプルをソニケーションし、0.2 µm メンブ

レンフィルターでろ過したろ液を HPLC 用サンプルとし、HPLCで NAS を定量した。 

 

４．研究成果 

８－10週齢の雄性、雌性 C3H/Heマウスの単離膵島において、MT1、MT2受容体、AANAT 

の発現が認められたものの、HIOMT の発現は認められなかった。また、妊娠雌性 C3H/He

マウスの単離膵島における HIOMT の発現についても検討を行ったが、妊娠期を通して

HIOMTの発現は認められなかった。以上の結果から、膵島においてメラトニンは産生され

ないが、メラトニン前駆体である NASが産生されていることが示唆された。NASがMT1、

MT2受容体に親和性があるという報告から、膵 β細胞で NASの合成が行われ、膵 β細胞に

おいてMT1、MT2受容体のリガンドとして機能する可能性が示された。また、C3H/He膵島

におけるメラトニン関連分子の発現量に雌雄差は認められなかったが、MT1、MT2 受容体

の発現について、雌雄の両方でMT1受容体発現がMT2受容体発現量よりも高かった。 

膵 β 細胞において NAS が MT1、MT2 受容体のリガンドとして機能する可能性が示され

ことから、C57BL/6J マウス単離膵島および β 細胞株 INS-1 細胞を用いて、NAS が細胞内

Ca2+濃度（[Ca2＋]i）変化及びインスリン分泌に及ぼす効果について解析を行った。16.7 mM

グルコース刺激により発生する[Ca2＋]iオシレーションに対して、NAS は濃度依存的な抑制

効果を示した。グルコース誘発インスリン分泌も 30 μM NAS処置により有意に抑制された。

NASのこれらの作用は、非選択的メラトニン受容体阻害薬である luzindoleにより抑制され



たが、MT2受容体選択的阻害薬 4-P-PDOTでは luzindoleほどの抑制は認められなかった。

これらの機能解析の結果、および前項で示した膵島に主に発現しているメラトニン受容体

は MT1受容体であるという結果から、膵 β細胞において、NASは主にメラトニン MT1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た。しかしながら、NAS による単

離膵島からのインスリン分泌抑制作用に雌雄差は認められなかった。さらに、メラトニンの

作用も検討したが、やはりインスリン分泌抑制作用に雌雄差は認められなかった。 

次に、膵 β細胞における NASの合成を検討するため、HPLCを用いて INS-1細胞中の NAS

を定量した。しかし、種々の培養条件で検討したものの、INS-1 細胞中の NAS を検出する

ことはできなかた。500 μMセロトニン存在下においても、INS-1細胞中に NASを検出する

ことはできなかった。そこで、NAS の前駆物質であるセロトニンを培養液に添加してみた

が、それでも NASは検出できなかった。すなわち、NASが INS-1細胞で生成されているこ

とを支持する結果は得られなかった。 

β細胞における NAS産生酵素である AANATの発現は確認しているので、NAS産生のた

めには何らかの刺激が必要であると考え、種々の刺激条件下における AANATの発現変化に

ついて検討した。そこで、AANAT発現調節への cAMPの関与について検討するために、ア

デニル酸シクラーゼ活性化薬である forskolin 存在下での AANAT 発現について解析した。

その結果、forskolin 14時間処置により AANATの発現が有意に増加することが示された。す

なわち、膵 β細胞内に存在する NAS合成酵素の AANATは、細胞内 cAMPレベルの上昇に

より発現が増加することが示唆された。しかしながら、HPLCを用いた INS-1細胞の培養上

清中の NASの検出は、forskolin存在下でも認められなかった。膵 β細胞において NASが生

成されるためには、他の、あるいは複数の条件が必要である可能性が考えられ、さらなる検

討の必要が生じた。 

本研究では、マウス膵島に AANATが発現していることを見出し、さらにセロトニンが妊

娠中期に特異的に生成されることに着目して、膵 β 細胞におけるメラトニン関連シグナル

が、発症機序が未だに不明な妊娠糖尿病と関連する可能性を考えた。そして、メラトニン産

生の中途物質である NASが膵 β細胞で産生されてインスリン分泌調節に関与する可能性を

示し、新たなインスリン分泌調節機構を提唱した。しかし、膵β細胞におけるメラトニン関

連シグナルのいずれにも雌雄差は認められなかった。妊娠期雌マウスでの検討は、まだ十分

な結果が得られていないが、これまでのところ、明らかな違いは見出せていない。また、膵

β細胞において NASが生成されることを直接証明することができていない。メラトニン関



連シグナルの雌雄差や妊娠期における変化が認められなかったことから、本研究の最終目

標である、妊娠期にメラトニン関連シグナルが亢進することで、インスリン分泌が低下し、

妊娠糖尿病の一因となる、という仮説を証明するためには、さらなる条件を見出すことが必

要である。今後は、性ホルモンの影響等を解析している予定である。 
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