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【序論】 

 メラトニンは松果体から分泌されるホルモンであり、目から入る光によってその合成が阻害

されるため、その血中濃度は日中低く、夜間に高い日内リズムを示す。その生理機能として、睡

眠覚醒サイクルのような概日リズムの位相調節や哺乳類の季節繁殖の制御が知られている [1-3]。

また、ヒトメラトニンの夜間分泌の増加と眠気の始まりが高い相関を示すのに加え、メラトニン

投与による睡眠誘発作用から睡眠における重要な役割が示唆されている [4, 5]。このようなメラト

ニンの生理機能に基づき、これまでにいくつかの合成メラトニン受容体作動薬が開発されており、

不眠症治療薬としてラメルテオン、抗うつ薬としてアゴメラチン、非 24 時間睡眠覚醒障害の概日

リズムの同調薬としてタシメルテオンが使用されている [6-8]。 

メラトニンの生理機能は Gi タンパク質共役型受容体であるメラトニン受容体 MT1および MT2

への結合を介しており、アデニル酸シクラーゼ活性が低下することで cAMP 産生を抑制する [9, 

10]。その他の細胞内シグナル伝達として、ERK1/2、PKC、cGMP などの活性化が報告されている 

[11-13]。MT1 受容体は概日リズム産生の主要部位である視床下部の視交叉上核（SCN）に高発現

しており、MT1 KO マウスの知見から SCN の神経発火抑制に関与している [14]。一方、MT2受容

体は SCN の神経発火リズムの位相変化に重要な役割をもつ [15]。また、ヒト MT1および MT2受

容体は網膜や膵島などの末梢組織にも発現している [10, 16, 17]。 

メラトニン受容体作動薬ラメルテオンは不眠症治療薬として開発され、サルおよびヒトにおい

て入眠までの時間を短縮（睡眠誘発作用）し、総睡眠時間を延長した [8, 18]。また、GABAA受容

体作動薬である従来の睡眠薬に比べ、ラメルテオンは学習記憶障害、運動障害、薬物依存性、反

跳性不眠などの副作用をほとんど示さず、安全性に優れていた [19, 20]。メラトニンも睡眠誘発作

用を有するが、総睡眠延長作用については必ずしも一致した結果が得られておらず、その短い血

中半減期（1 時間未満）が起因すると考えられている [21-23] 。ラメルテオンの血中半減期は約

1-2 時間であり、その主代謝物 M-II は約 2-4 時間とラメルテオン本体より長かった。また、M-II

の血中濃度レベル（AUC∞）はラメルテオン本体よりも約 30 倍以上高かった [24]。これらのこと

からラメルテオンの睡眠誘発作用には、比較的血中半減期の短いラメルテオン本体による一過性

の受容体刺激が寄与し、より半減期の長いヒト主代謝物M-IIが持続的に受容体を刺激することで、

総睡眠時間の延長作用をもたらしている可能性がある。また、薬剤の標的分子への作用持続時間

は、薬物動態だけでなく、標的分子や細胞膜との結合様式にも依存する [25, 26]。しかしながら、

総睡眠時間の延長作用への寄与が推定される作用持続性に関して、ラメルテオンおよび M-II とも

に明らかになっていない。また、作用持続時間に依存した細胞内シグナルの変化や、作動活性消

失後の変化についても不明である。これらの作用持続性やメラトニン受容体への持続刺激に伴う

細胞内シグナルの変化に関する知見は、in vivo におけるラメルテオンの薬効の理解や２型糖尿病

などの新たな適応症を検討するうえで有益である。 

本研究において、ラメルテオンと M-II の MT1受容体シグナルの持続性と、それに伴う細胞内シ

グナル伝達の変化を明らかにするため、第一章ではラメルテオンおよび M-II のメラトニン受容体

に対する作用を検討し、第二章では細胞レベルにおけるラメルテオンおよび M-II の作用持続性お

よびその寄与因子を調べた。さらに第三章では、ラメルテオンの 2 型糖尿病治療薬としての可能性

を検討するため、内在性 MT1受容体を発現するラット膵 β 細胞株 INS-1 を用いて、持続的な受容体刺
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激およびその除去に伴う糖代謝関連の細胞内シグナルの変化（インスリン分泌量および時計遺伝子発

現変動）を解析した。 
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第 1 章 ラメルテオンおよびそのヒト主代謝物 M-II のメラトニン受容体に対する作用 

 

【緒言】 

ヒトや動物モデルにおける薬効用量の推定および薬効の理解には、in vitro における薬剤標的分

子への親和性、活性および選択性の測定が必要である。ラメルテオンはヒト、サルおよびネコに

おいて総睡眠量を増加させ、さらにヒトやサルにおいては睡眠潜時を短縮した [8, 18, 27]。また、

ラメルテオンは既存睡眠薬であるGABAA受容体作動薬にて報告されているREM睡眠量の減少を

引き起こさず、自然睡眠に近い睡眠パターンを示した [18, 28]。その他、ラットにおいて概日リズ

ムの再同調を促進した [29]。これらラメルテオンの薬理作用はメラトニンと類似しており、MT1

および MT2受容体を介していると推定される。そのため、各動物種の MT1および MT2受容体へ

の親和性、作動活性および選択性を調べ、メラトニンと比較することは重要である。 

ヒト MT1と MT2受容体間のアミノ酸レベルでの相同性は約 60%と低く、メラトニンは MT1受

容体に対してMT2受容体よりも高親和性を示すといった異なる結合特性を示す [10]。ラットMT1、

MT2受容体は各ヒト型受容体に対してアミノ酸レベルでそれぞれ約 84、79%の相同性であり、一

部の化合物群においてヒトとラット受容体間に大きな親和性の差が報告されている [30]。サル

MT1、MT2 受容体の特性は明らかになっていないが、サルはげっ歯類とは異なり昼行性の動物で

あり、休息期においてメラトニンの分泌が高まる。さらに、サルはヒト同様、ラメルテオンによ

る睡眠誘発作用と総睡眠量増加作用の両方を示す動物種であることから、メラトニン受容体作動

薬の睡眠促進作用の機序理解に適した動物モデルと言えるであろう。このような観点から、サル

MT1、MT2 の受容体特性や、ラメルテオンの各受容体に対する親和性も明らかにしておく価値が

ある。 

薬剤の標的分子に対する選択性は、薬剤の副作用の観点からも検討すべき試験のひとつであり、

薬剤の非標的分子に対する親和性や活性はリコンビナント蛋白質などを用いた網羅的な解析が可

能である。メラトニンの結合部位として 2-[
125

I]ヨードメラトニンに対する平衡解離定数（KD）が

約 10-100 pM の高親和性 MT1、MT2受容体以外に、当初 MT3結合部位と言われていたナノモルオ

ーダーの低親和性を示す Quinone reductase 2 という酸化還元関連酵素が同定されている [31]。本

酵素は腎臓や肝臓などの末梢組織にも発現し、メラトニンによる細胞保護作用への関与が示唆さ

れている一方、睡眠促進作用には寄与しないと考えられている [32]。 

 ラメルテオンは肝臓において主に酸化により代謝され、M-I、M-II、M-III、M-IVなどのヒト血

中代謝物が同定されている [24]。なかでもM-IIはヒトMT1、MT2受容体に対する親和性があり、

前述のように未変化体よりも半減期が長く、暴露量も約30倍以上多いことからラメルテオンの薬

効に関与する可能性が高い。しかしながら、M-IIのメラトニン受容体に対する詳細な活性および

選択性、ならびにin vivoにおける有効性は明らかになっていない。 

 本章においてラメルテオンと M-II のヒト MT1、MT2受容体に対する親和性および作動活性を調

べるため、ヒト MT1および MT2受容体発現チャイニーズハムスター卵巣（CHO）細胞を用いて、

受容体結合試験およびフォルスコリン誘発 cAMP 産生の抑制試験を行った。ラメルテオンについ

てはサル MT1 および MT2 受容体に対する作用を同様の試験で実施し、標的脳部位と考えられる

SCN に対する親和性を調べた。また、ラメルテオンと M-II の MT1、MT2受容体に対する選択性を
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明らかにするため、Quinone reductase 2 ならびに各種受容体、イオンチャネルおよび酵素に対する

作用を検討した。さらに M-II の in vivo における睡眠促進作用を確認するため、ネコにおける睡眠

脳波測定を行った。 
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【方法】 

1. 試薬 

ラメルテオン（(S)-N-[2-(1,6,7,8-tetrahydro-2H-indeno-[5,4-b]furan-8-yl)ethyl]propionamide）および

M-II（(2S)-2-hydroxy-N-[2-[(8S)-1,6,7,8-tetrahydro-2H-indeno[5,4-b]furan-8-yl]ethyl]propionamide）は

武田薬品工業株式会社（Osaka, Japan）にて合成された（Fig. 1）。メラトニンは Sigma-Aldrich（St. 

Louis, MO, USA）から、2-ヨードメラトニンは Tocris Cookson Ltd.（Bristol, UK）から購入した。

2-[
125

I]ヨードメラトニンは PerkinElmer Inc.（Waltham、MA、USA）から入手した。cAMP [
125

I] assay 

system お よ び cAMP Enzyme immunoassay Biotrack system は GE Healthcare UK Ltd.

（Buckinghamshire、UK）から購入した。 

 

 

Fig. 1. Chemical structures of ramelteon and M-II 

 

2. 使用動物 

ネコ脳波測定試験には、8 匹のネコ（雄 4–6 匹、雌 2–4 匹、体重 2.4–5.9 kg、Keari、Osaka、Japan）

のネコを使用した。22–26 ˚C に維持された部屋において、12 時間明暗サイクル下（午前 7 時から

午後 7 時まで明期）、1 日 1 回の給餌（午前 9 時）を行い、自由飲水下で飼育した。サル SCN の

採取には、12 匹のカニクイザル（Macaca fascicularis、雄 9 匹、雌 3 匹、体重 2.8–6.6 kg）を使用し

た。Quinone reductase 2 に対する結合試験には、シリアンハムスター（雄、7–8 週齢、SLC、Japan）

を使用した。いずれの動物も武田動物実験委員会の許可のもと、倫理基準に従って飼育し、試験

に供した。 

 

3. ヒト MT1、MT2受容体発現 CHO 細胞の細胞膜調製 

ヒト MT1、MT2受容体安定発現 CHO 細胞株を取得するため、dhfr 欠失 CHO 細胞株（MT1）お

よび CHO-K1 細胞（MT2）にそれぞれ各遺伝子を発現するベクターを導入し、透析済み血清（MT1）

もしくはジェネティシン存在下（MT2）で培養することによって各受容体を安定的に発現する細

胞株を選択した。各細胞株は 10%ウシ胎児血清含有 MEM-α培地（MT2 受容体発現細胞は 300 

μg/mL ジェネティシン添加）を用いて 5% CO2気層下にて培養した。MT1発現細胞株（CHO-hMT1）

は 5 mM エチレンジアミン 4 酢酸（EDTA）含有ハンクス緩衝液（Ca
+、Mg

2+非含有）を用いて剥

がし、細胞を回収した後、50 mM トリス塩酸緩衝液（pH 7.7）中においてホモジナズしてから遠

心した。この洗浄操作を 2 回繰り返すことによって細胞膜を得た。MT2発現細胞株（CHO-hMT2）

はダルベッコ燐酸緩衝生理食塩水（PBS）中にて細胞を回収してから、50 mM トリス緩衝液（pH 7.6）

を用いて CHO-hMT1と同様のホモジナイズ、遠心操作により細胞膜を取得した。細胞膜はいずれ
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も使用時まで、−30 もしくは−80˚C にて保存した。 

 

4. サル MT1、MT2受容体発現 CHO 細胞およびサル SCN の細胞膜調製 

サル MT1および MT2受容体の一過性発現 CHO 細胞は、リポフェクトアミン 2000（Invitrogen）

を用いた CHO-KI 細胞への各受容体遺伝子発現ベクターの導入により得た。その後、1 mM EDTA

含有 PBS により細胞を剥がして回収し、細胞膜の調製時まで−80˚C 下で保存した。サル SCN は

12匹分のサル脳から単離して凍結保存した。SCN由来細胞膜は 50 mMトリス塩酸緩衝液（pH 7.7）

中においてホモジナズと遠心（40000×g、20 分、4˚C）を 2 回繰り返すことによって得た。 

 

5. Quinone reductase 2 を含むハムスター脳ホモジネートの調製 

シリアンハムスター（7–8 週齢、SLC、日本）から全脳を摘出し、試験時まで 0.32 M スクロース

溶液に浸して保存した。結合試験時に、全脳を 20–30 倍用量の 50 mM トリス塩酸緩衝液（pH 7.4）

中においてホモジナイズしてから遠心（48000×g、10 分、4˚C）した。そのペレットを 50 mM ト

リス塩酸緩衝液（pH 7.4）により 2 回洗浄してから結合試験に用いた。 

 

6. 2-[
125

I]ヨードメラトニン結合試験 

ヒト MT1、MT2受容体に対するメラトニン受容体作動薬の競合結合試験は以下のように実施し

た。アッセイバッファーとして 50 mM トリス塩酸緩衝液（MT1、pH 7.7、MT2、pH 7.6）を用いて、

CHO 細胞膜、試験化合物、2-[
125

I]ヨードメラトニン（MT1、40 pM、MT2、280 pM）を希釈し、試

験管に順番に加えて総量 1 mL の反応液を調製した。飽和結合試験には各濃度の 2-[
125

I]ヨードメ

ラトニン（MT1、5–80 pM、MT2、99–6350 pM）を使用した。25˚C 下 150 分間反応させた後、氷

冷した 3 mL のアッセイバッファーを加えてワットマン GF/B フィルターへ吸引濾過し、反応を停

止させた。その後、素早く 3 mL のアッセイバッファーで 2 回フィルターを洗浄した。非特異的結

合の検出にはそれぞれ 10 µM（MT1）、100 µM（MT2）のメラトニンを添加した。放射活性は γ

カウンターにより測定した。 

サル MT1、MT2受容体および SCN に対するメラトニン受容体作動薬の競合結合試験はヒト受容

体と同様の手順に従い、アッセイバッファーとして 50 mM トリス塩酸緩衝液（pH 7.7）を用いて、

細胞膜、試験化合物、2-[
125

I]ヨードメラトニン（CHO、40 pM、SCN、60 pM）を希釈し、順番に

試験管へ加えて総量 0.5 mL の反応液を調製した。飽和結合試験には各濃度の 2-[
125

I]ヨードメラト

ニン（6.25–800 pM）を使用した。25˚C 下 120 分間反応させた後、氷冷した 4 mL のアッセイバッ

ファーを加えてワットマン GF/B フィルターへ吸引濾過し、反応を停止させた。その後、素早く 4 

mL のアッセイバッファーで 2 回フィルターを洗浄した。非特異的結合の検出にはそれぞれ 10 µM

（CHO）、1 µM（SCN）のメラトニンを添加した。放射活性は γ カウンターにより測定した。 

ハムスター脳由来Quinone reductase 2に対するメラトニン受容体作動薬の競合結合試験は、Niles

ら （1987）の方法を少し変更して行った [33]。アッセイバッファーとして 50 mM トリス塩酸緩

衝液（pH 7.4）を用い、ハムスター脳ホモジネート、試験化合物および 2-[
125

I]ヨードメラトニン

（100 pM）を順番に試験管へ加えて総量 0.25 mL の反応液を調製した。4˚C 下 60 分間反応させた

後、氷冷した 3 mL のアッセイバッファーを加えてワットマン GF/B フィルターへ吸引濾過し、反
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応を停止させた。その後、素早く 3 mL のアッセイバッファーで 2 回フィルターを洗浄した。非特

異的結合の検出には 100 µM のメラトニンを添加した。放射活性は γ カウンターにより測定した。 

 

7. cAMP 産生阻害試験 

ヒト MT1、MT2受容体安定発現 CHO 細胞は 10%ウシ胎児血清含有 MEM-α培地（MT2受容体

発現細胞のみ 500 μg/mLジェネティシン添加）を用いて、それぞれ 12 ウェルプレート（CHO-hMT1、

5×10
4
 細胞/ウェル）にて 3 日間もしくは 96 ウェルプレート（CHO-hMT2、4×10

4
 細胞/ウェル）

にて 1 日間培養した。試験前にアッセイバッファー（HEPES を含むハンクス緩衝液）で細胞を 2

回洗浄後、3-イソブチル-1-メチルキサンチン（MT1、10 µM、MT2、100 µM）を含むアッセイバッ

ファーおよび試験化合物を添加し、37˚C 下 6 分間前処置した。次いでフォルスコリン（1 µM）を

添加し、37˚C 下 15 分間反応させた。それぞれ過塩素酸（CHO-hMT1）もしくは細胞溶解液

（CHO-hMT2）にて反応を停止後、cAMP [
125

I] assay system（GE Healthcare、USA）もしくは cAMP 

Enzyme immunoassay Biotrack system（GE Healthcare、USA）を用いて cAMP 含量を測定した。 

 

8. ラメルテオン、M-II の選択性試験 

ラメルテオン、M-II の各種受容体、イオンチャネル（Table 3）、および酵素（Table 4）に対す

る作用を調べるため、MDS pharma Services（Taiwan）の標準プロトコールに基づき、結合もしく

は活性阻害を検討した。10 µM のラメルテオン、M-II を用いて試験後、50%以上の阻害活性が認

められた場合は、複数の濃度を用いて IC50値を算出した。 

 

9．ネコ脳波測定試験 

ネコの睡眠脳波を測定するため、麻酔下のネコに脳波記録用電極、眼窩骨に眼電図用電極、さ

らに背側頚部筋肉内に筋電図記録用ステンレス線を埋め込んだ。これら慢性電極埋め込みから少

なくとも 1 週間経過後から、ネコを脳波測定ケージ（65×35×45 cm）に入れ、ケージおよび脳

波測定操作への馴化を行った。投与する M-II は 0.5%（w/v）メチルセルロース蒸留水溶液により

懸濁後、体重 1 kg 当たり 0.1 mL の容量になるようにゼラチンカプセルに充填し、経口投与を行

った。このような投与はネコに対するストレスが最小限になるように専門家が実施した。全ての

試験は、M-II 群と溶媒群の 2 群で構成された 2 剤 2 期のクロスオーバーデザインで実施した。試

験間隔は少なくとも 7 日以上あけた。午前 9 時 55 分から午前 10 時の間に M-II（0.001、0.01、0.1

もしくは 1 mg/kg）もしくは溶媒の投与を行い、直ちに脳波測定を開始し、8 時間測定した。シグ

ナルはポリグラフ（Nihondenki-Sanei、Osaka、Japan）を用いて増幅し、フィルターを通して磁気

ペン記録装置により記録した。脳波パワースペクトル分析は Fast Fourier Transform system を使用

して実施した。睡眠ステージは 1 分毎に覚醒（Wakefulness）、ノンレム睡眠（Non-rapid eye movement 

sleep: NREMS）、レム睡眠（Rapid eye movement sleep: REMS）に分類した。 

 

10. データ解析 

結果は平均値±標準誤差で表した。ヒト MT2受容体における cAMP 産生阻害活性のみ、2 回の

独立した試験の平均値および95%信頼限界区間で示した。受容体結合および cAMP産生阻害の IC50
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は非線形ロジスティック回帰分析により算出した。Ki は Cheng と Prusoff の式に従い、IC50、KD、

使用ラベル体濃度から算出した。ネコにおける睡眠量の変化は二元配置分散分析を行った後、ホ

ルム補正を伴う paired-t 検定により、処置群間の有意差を検定した。有意水準を P < 0.05 とした。 
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【結果】 

2-[
125

I]ヨードメラトニンの飽和結合試験から、本試験に使用したヒト MT1、MT2 安定発現細胞

およびハムスター脳由来Quinone reductase 2のKDはそれぞれ 15.0 ± 3.0 （MT1）、328 ± 3.0 （MT2）、

900 ± 89（Quinone reductase 2）pM であり、これまでの報告通り MT1、MT2、Quinone reductase 2

の順に 2-[
125

I]ヨードメラトニンの親和性が高かった。また、最大受容体結合量（Bmax）はそれぞ

れ 555 ± 114（MT1）、133 ± 2（MT2）、80.3 ± 6.6（Quinone reductase 2）fmol/mg protein であった。

ヒト MT1受容体において、ラメルテオンはメラトニンより約 6 倍高い親和性、約 4 倍高い cAMP

産生抑制活性を示した（Table 1）。同様に、ヒト MT2受容体においてもラメルテオンはメラトニ

ンより約 3 倍高い親和性、約 17 倍高い作動活性を示した。2-ヨードメラトニンはいずれの受容体

に対しても、ラメルテオンとほぼ同程度の親和性、作動活性を有した。一方、ハムスターQuinone 

reductase 2 に対して、ラメルテオンはメラトニン、2-ヨードメラトニンよりもそれぞれ約 110 倍、

2700 倍低い親和性を示した。M-II についても別途、同じ受容体結合および作動活性試験を行い、

対照化合物としてラメルテオンとメラトニンを使用した（Table 2）。M-II のヒト MT1受容体に対

する親和性は、メラトニンの約 3 倍、ラメルテオンの約 10 倍低く、これと一致して作動活性もメ

ラトニンの約 4 倍、ラメルテオンの約 17 倍低かった。ヒト MT2受容体に対しても同様に、M-II

はメラトニンの約 1.5 倍、ラメルテオンの約 5 倍低い親和性を示し、作動活性もメラトニンの約

1.6 倍、ラメルテオンの約 28 倍低かった。一方、M-IIの Quinone reductase 2 に対する親和性は 10 µM

の濃度においても検出されず、ラメルテオンよりもさらに低かった。 

 

Table 1 Binding affinity (Ki) and functional potency (IC50) of ramelteon, melatonin and 

2-iodomelatonin for human MT1 and MT2 receptors and hamster quinone reductase 2 

 

 Ki (pM)  Ki (nM)  IC50 (pM) 

Compound hMT1 hMT2 

 Quinone 

reductase 2 

 

hMT1 hMT2 

Ramelteon 14.0 ± 0.5 112 ± 5 

 

2650 ± 180 

 

21.2 ± 0.5 

53.4 
a
 

(40.7–70.3) 

Melatonin 80.7 ± 2.1 383 ± 5 

 

24.1 ± 0.5 

 

77.8 ± 14.6 

904 
a
 

(714–1150) 

2-Iodomelatonin 13.1 ± 0.3 188 ± 4 

 

0.964 ± 0.015 

 

26.8 ± 7.5 

60.7 
a
 

(44.0–83.9) 

Each value represents the mean of three experiments with the S.E.M. 
a
IC50 values in the functional assay 

were calculated from 2 independent experiments performed in triplicate. Numbers in parentheses indicate 

95% confidence intervals of IC50 values. These data are cited from our previous report 

(Neuropharmacology. 48, 301-310 (2005), Table 3–6). 
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Table 2 Binding affinity (Ki) and functional potency (IC50) of M-II, ramelteon and melatonin for 

human MT1 and MT2 receptors and hamster quinone reductase 2 

 

 Ki (pM)  Ki (nM)  IC50 (pM) 

Compound hMT1 hMT2 

 Quinone 

reductase 2 

 

hMT1 hMT2 

M-II 114 ± 12.5 566 ± 13.1 

 

>9000 

 208  

(60.4–850) 

1470  

(930–2380) 

Ramelteon 11.6 ± 0.866 112 ± 5.35 
a
 

 

4780 ± 832 

 12.4  

(10.9–14.3) 

53.4 
a
 

(40.7–70.3) 

Melatonin 45.4 ± 4.11 383 ± 4.99 
a
 

 

N.D. 

 48.1  

(36.9–63) 

904 
a
 

(714–1150) 

Each value represents the mean of three experiments with the S.E.M. IC50 values in the functional assay 

were calculated from 2 independent experiments performed in triplicate. Numbers in parentheses indicate 

95% confidence intervals of IC50 values. 
a
The affinities and potencies of ramelteon and melatonin for MT2 

receptors were cited from Table 1. These data are cited from our previous reports (Neuropharmacology. 48, 

301-310 (2005), Table 3 and 6; Pharmacology. 93, 197-201 (2014), Table 1). 

 

ラメルテオンの MT1、MT2受容体に対する選択性を明らかにするため、各種受容体、イオンチ

ャネル（Table 3）および酵素（Table 4）に対する結合もしくは活性阻害を検討した。10 µM の濃

度において、ラメルテオンはいずれの受容体、イオンチャネルに対しても 50 %以上の結合阻害活

性を示さなかった。M-II においては、さらに 30 種ほど追加した分子群に対して同様の選択性試験

を行った結果、5-HT2B受容体に対してのみ結合阻害活性を示した。しかし、その親和性を示す Ki

は 1.75 ± 0.23 µM であり、MT1、MT2受容体に対する親和性よりもそれぞれ約 15000、3000 倍弱か

った。また、10–1000 µM のラメルテオン、M-II は各種酵素に対して阻害活性を示さなかった。 
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Table 3 List of receptors for which the affinity of ramelteon was examined 

 

The data is cited from our previous report (Neuropharmacology. 48, 301-310 (2005), Table 1). 
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Table 4 List of enzymes for which the inhibition by ramelteon was examined 

 

 

Effects of ramelteon on various enzyme activities were tested at concentrations shown. 

Abbreviation: EGF, epidermal growth factor; HMG-CoA, 3 hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A; SOD, 

superoxide dismutase. The data is cited from our previous report (Neuropharmacology. 48, 301-310 (2005), 

Table 2). 

 

サル MT1、MT2受容体の受容体特性ならびにラメルテオンの親和性、作動活性を測定するため、

まず初めにサル MT1、MT2受容体のクローニング行った結果、各ヒト型受容体に対してそれぞれ

約 95、96%と高いアミノ酸レベルでの相同性を示した（J Pharmacol Exp Ther. 330, 855-863 (2009), 

Fig. 1 および 2 参照）。2-[
125

I]ヨードメラトニンの飽和結合試験から、サル MT1、MT2受容体の

一過性発現細胞における KDはそれぞれ 19.9 ± 6.87（MT1）、70.4 ± 7.05（MT2）pM であり、各ヒ

ト型受容体と類似した親和性を示した。この細胞膜において、ラメルテオンのサル MT1、MT2受

容体に対する親和性はメラトニンよりそれぞれ約 5 倍、3 倍高く、ヒト型受容体に対する親和性

と同等であった（Table 5）。これと一致して、サル MT1、MT2受容体におけるラメルテオンの作

動活性もメラトニンよりそれぞれ約 10 倍、6 倍高かった。さらに、メラトニン受容体作動薬によ

る睡眠促進作用の標的脳部位と考えられるサル SCN においても、2-[
125

I]ヨードメラトニンの特異

的結合（KD = 80.5 pM）が確認でき、ラメルテオンの親和性はメラトニンより約 7 倍高かった（Table 

5）。 

 

 

 

 



13 

 

 

 

 

Table 5 Binding affinity (Ki) and functional potency (IC50) of ramelteon and melatonin for native 

and recombinant monkey melatonin receptors 

 

 Ki (pM)  IC50 (pM) 

Compound Monkey MT1 Monkey MT2 SCN  hMT1 hMT2 

Ramelteon 12.3 ± 1.00 40.4 ± 2.86 49.4 
a
  28.5 ± 8.55 20.1 ± 9.25 

Melatonin 67.4 ± 24.3 129 ± 16.8 329 
a
  274 ± 40.2 111 ± 24.6 

Values for recombinant receptors represent the mean ± S.E.M. of three independent experiments. 
a
Monkey 

SCN experiments were performed once in monkey membranes from 12 monkeys because of the limited 

availability of tissue. The data are cited from our previous report (J Pharmacol Exp Ther. 330, 855-863 

(2009), Table 2). 

 

M-II の in vivo における作動活性を確かめるため、ラメルテオンの顕著な睡眠促進作用が報告さ

れているネコを用いて、脳波測定により睡眠量の変化を検討した。M-II（0.001、0.01、0.1、1 mg/kg）

を経口投与後、2 時間毎の各睡眠ステージの割合を算出した（Fig. 2）。0.01 mg/kg の用量から徐

波睡眠量が有意に増加し（F1,7 = 10.5、 p < 0.05）、0.1 mg/kg 投与群では覚醒量も投与 6 時間後ま

で持続的に低下した（徐波睡眠、F1,7 = 121.9、 p < 0.01; 覚醒、F1,7 = 87.0、 p < 0.01）。1 mg/kg

投与群でも同様の睡眠促進作用を示した（徐波睡眠、F1,7 = 96.3、 p < 0.01; 覚醒、F1,7 = 56.7、 p < 

0.01）。一方、M-II はいずれの用量においても REM 睡眠量に影響を及ぼさなかった。 
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Fig. 2. Effects of M-II on sleep and wakefulness in freely moving cats  

After oral administration of M-II (0.001–1 mg/kg) or vehicle to 8 cats, EEG, EOG, and EMG signals were 

recorded for 8 h. Data points represent the mean ± S.E.M percentage durations of the wakefulness, NREM, 

or REM stage during each block of 2 h. *p < 0.05, **p < 0.01, compared with the vehicle-treated control 

(two-way ANOVA; n = 8). #p < 0.05, ##p < 0.01, compared with the vehicle-treated control (paired t test 

with Holm correction; n = 8). The data is cited from our previous report (Pharmacology. 93, 197-201 

(2014), Fig. 2). 
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【考察】 

本章における in vitro の受容体結合試験、作動活性測定試験から、ラメルテオンと M-II はヒト

MT1、MT2 受容体に対して pM オーダーの高い親和性および作動活性を有しており、その作動活

性の強さはラメルテオン > メラトニン > M-II の順であることが分かった。また、ネコ脳波測定

試験において、M-II はラメルテオンと同様に徐波睡眠量を増加させ、in vivo においても作動活性

が認められた。さらにハムスターQuinone reductase 2 ならびに各種受容体、イオンチャネルおよび

酵素に対する選択性試験において、ラメルテオンと M-II はヒト MT1、MT2受容体に高い選択性を

示したことから、ラメルテオンの薬効は MT1、MT2受容体を介している可能性が高い。 

ラメルテオンはメラトニンより MT1、MT2受容体に対してそれぞれ約 6 倍、3 倍高い親和性を

もち、cAMP 産生抑制を指標とした作動活性も約 4 倍、17 倍高かった。このラメルテオンのメラ

トニンより優れた親和性は、本試験と同じ 2-[
125

I]ヨードメラトニンを使用した最近の報告と一致

している [34]。ラメルテオンの Ki 値は MT1受容体に対して 79 pM（本試験 14 pM）、MT2受容

体に対しては 50 pM（本試験 112 pM）と報告されており、やや数値が異なる点は実験条件（アッ

セイバッファー組成等）の違いに起因しているかもしれない。G 蛋白質共役型受容体は G 蛋白質

が受容体に結合した高親和性状態と G 蛋白質が受容体から解離した低親和性状態の二つの状態

があり、MT1、MT2 受容体においても各状態におけるリガンド親和性が報告されている [35]。こ

れまでの多くの報告同様、本試験では 2-[
125

I]ヨードメラトニンの飽和曲線の解析から 1 結合部位

に対する親和性算出を行っており、主に高親和性状態の受容体に対するものと考えられる。一方、

上述の報告では GTPγS と高濃度の塩化ナトリウムをアッセイバッファーに添加することにより、

低親和性状態に移行させた受容体に対しても、結合試験を行っており、メラトニン、アゴメラチ

ンなどの多くのリガンドの親和性が低下するなか、ラメルテオンはほとんど変化しなかった（MT1, 

72 pM, MT2, 38 pM）[34]。その結果、ラメルテオンはメラトニンよりも MT1、MT2受容体に対し

てそれぞれ約 21 倍、30 倍高い親和性を示している。これらのことは、ラメルテオンがいずれの

受容体の状態に対しても高親和性であり、メラトニンよりも高い有効性を示す可能性がある。 

 M-II はラメルテオンより低い親和性（MT1, 約 10 倍, MT2, 約 5 倍）、作動活性（MT1, 約 17 倍, 

MT2, 約 28 倍）を有していたが、ネコ睡眠脳波測定において 0.01 mg/kg の用量から徐波睡眠を有

意に増加させた。同じ測定系においてラメルテオンの最小有効用量は 0.001 mg/kg であることが報

告されている [27]。ネコにおける両薬物の血中動態は明らかになっていないが、最小有効用量の

違いは作動活性の差が起因しているかもしれない。今後、経時的な各薬物の脳内濃度を調べるこ

とができれば、薬効発現に必要な受容体占有率や、薬物動態の持続性を明らかにできるであろう。 

 ラメルテオンと M-II はヒト MT1、MT2受容体に対して、メラトニンよりも非常に高い選択性を

示した。ハムスターQuinone reductase 2 に対するラメルテオンの親和性は、メラトニンに比べて約

110 倍低く、MT1、MT2受容体に対する Ki の比（Quinone reductase 2/MT1, Quinone reductase 2/MT2）

で比べた場合、ラメルテオンはそれぞれ約 630、380 倍高い選択性を示した（Table 1 の数値を使

用して算出）。M-II については試験に使用した最高濃度（10 µM）まで Quinone reductase 2 に対す

る結合が観察されなかった。本試験ではハムスター脳由来の Quinone reductase 2 を使用し、ヒト

Quinone reductase 2 での検討は行っていないため、今後ヒト型においても検討する必要がある。た

だし、ヒトとハムスターとの種差については、各種間の Quinone reductase 2 に対するメラトニン
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受容体作動薬の親和性に高い相関性が報告されていることから、ラメルテオン、M-II はヒト型に

対してもメラトニンより低い親和性を示すと推測される [31]。メラトニンはマイクロモルオーダ

ーの高濃度で Quinone reductase 2 の阻害活性を示すが、メラトニンのどのような生理機能に関与

するかは明らかになっていない。ただし、Quinone reductase 2 の阻害は活性酸素種を減少させるこ

とから、メラトニンの細胞保護作用への関与が示唆されており、今後 Quinone reductase 2 KO マウ

ス等を用いてその寄与が検証されるであろう [32]。ラメルテオンとメラトニンとの作用の違いに

関して、ジアゼパム誘発ラット運動機能試験において報告されており、Quinone reductase 2 に対し

て親和性を示すメラトニンやN-アセチルセロトニンがジアゼパムによる運動機能障害を悪化させ

るのに対し、ラメルテオンは影響を及ぼさなかった [36]。このような運動機能障害に対する異な

る作用は Quinone reductase 2 に対する作用の違いが関与しているかもしれない。また、ヒトにお

いてメラトニンと GABAA 作動薬との併用時にこのような運動機能障害をもたらすかどうか注目

しておく必要がある。 

 サル MT1、MT2受容体に対するラメルテオンおよびメラトニンの親和性はヒト型受容体に対す

る親和性と類似しており、メラトニンよりもそれぞれ約 5 倍、3 倍高かった（Table 5）。これは

サル MT1、MT2受容体のアミノ酸配列の相同性がヒト型に対してそれぞれ約 95%、96%と非常に

高いためと考えられる。ラットとヒトメラトニン受容体間の相同性はより低く、MT1 受容体が約

84%、MT2受容体が約 80%であり、次の章で示すように、INS-1 細胞膜のラット MT1受容体に対

するラメルテオンの親和性はメラトニンとほぼ同等であった。また、MT2 受容体選択的拮抗薬と

して様々な試験に使用されている 4P-PDOT の MT2受容体に対する親和性は、ヒトとラット間で

約 90 倍の差（Ki, human, 0.46 nM; rat, 36.2 nM）が報告されており、ラットでは MT2受容体選択性

が低い [30]。このような親和性の種差は in vivo における薬効の理解に大きな影響を与えるため、

検討しておくべきであろう。メラトニン受容体作動薬の標的脳部位であるサル SCN において、

2-[
125

I]ヨードメラトニンの特異的な結合が認められ、その親和性（KD, 80.5 pM）はヒト（KD, 53.3 

pM）やラット（KD, 52.8 pM）と同等であった [37, 38]。この組織において、ラメルテオンはメラ

トニンよりも約 7 倍高い親和性を示した。これらの結果はメラトニン受容体作動薬の睡眠評価に

おいてサルを用いる妥当性を支持している。 

以上より、ラメルテオンと M-II は MT1/MT2受容体選択的作動薬であり、M-II はより低活性で

はあるが、メラトニン受容体作動薬としてラメルテオンの薬効に一部寄与している可能性が示さ

れた。 
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第 2 章 細胞レベルにおけるラメルテオンおよび M-II の作用持続性 

 

【緒言】 

G 蛋白質共役型受容体の作動薬や拮抗薬は、その作用持続時間によって分類されている。例え

ば、臨床で用いられているβ2 アドレナリン受容体作動薬の場合、1 日複数回の投与を必要とする

短時間作用型の salbutamolや 1日 1回投与の長時間作用型の indacaterolなどがある [39, 40]。また、

これまでの多くの報告から、in vivo における薬剤の作用持続時間は、薬物動態だけでなく、薬物

と標的分子との相互作用様式にも依存することが示唆されている。β2 アドレナリン受容体作動

薬の場合、そのような因子としてリガンドの脂溶性、受容体からの解離速度、受容体への再結合

（rebinding）、受容体の非活性部位への結合（exosite binding）などが挙げられている [41-44]。そ

の他の例として、NK1 受容体（tachykinin receptor 1）や CRF1 受容体（corticotropin-releasing hormone 

receptor 1）の拮抗薬では、受容体からの解離速度が in vivo における薬効の作用持続時間に寄与し

ていた [45, 46]。メラトニン受容体作動薬についても、その作用持続時間や関与する因子を明らか

にすることは薬効を理解する上で重要である。また、作用持続時間は作動薬による受容体脱感作

によっても影響を受ける可能性がある。 

メラトニンによるメラトニン受容体の脱感作の研究は in vitroおよび in vivoにおいて複数報告さ

れている。ヒトMT1およびMT2受容体発現 CHO細胞において、メラトニンはMT1受容体に比べ、

MT2受容体をより顕著に脱感作させた [47]。夜間における生理的濃度（300–400 pM）のメラトニ

ンを 8 時間暴露した場合、MT1受容体の数や作動活性は変化しないのに対し、MT2受容体数は受

容体の内在化を伴って約 1/3 程度まで減少した。また、このようなメラトニンによる MT2受容体

の著しい脱感作は内在性 MT2受容体を発現する SCN2.2 細胞においても認められている [48]。ま

た、in vivo における脱感作試験として、MT2受容体は欠損し、MT1受容体のみ有するシリアンハ

ムスターへメラトニンを 14 日間慢性投与（1 mg/kg, s.c.）した際、SCN におけるメラトニンの神

経発火抑制作用は変化しなかった [49]。これら in vitro および in vivo の報告から、メラトニンに

よるMT1受容体の脱感作は、MT2受容体と比べて非常に生じにくいことが示唆されている。また、

これまでにメラトニンの作用持続性に関する知見がいくつか報告されているが、メラトニン受容

体作動薬間の違いやそれに関与する因子は明らかになっていない [48, 50-52]。 

上述したように MT2 受容体の脱感作は MT1 受容体に比べて顕著に生じることから、本章では

MT1 受容体におけるメラトニン受容体作動薬（ラメルテオン、M-II、メラトニン、2-ヨードメラ

トニン）の作用持続性を比較検討した。各作動薬をヒト MT1発現 CHO 細胞へ 2 時間処置した後、

細胞を洗浄し、その後の残存する作動活性を cAMP 産生抑制量およびリン酸化 ERK 増加量を指標

として経時的に測定した。また、作用持続性の違いに関与する因子を見出すため、作動薬による

脱感作、作動薬の脂溶性および受容体からの解離速度を検討した。同様に、内在性 MT1受容体を

発現するラット膵β細胞株 INS-1 を用いて、作動薬間の作用持続性の違いを検討した。 
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【方法】 

1. 試薬 

使用した 7 種のメラトニン受容体作動薬の化学構造を下記に示す。武田薬品工業株式会社

（Osaka, Japan）にて合成された 5 種のメラトニン受容体作動薬は以下の通りである。ラメルテオ

ン ((S)-N-[2-(1,6,7,8-tetrahydro-2H-indeno-[5,4-b]furan-8-yl)ethyl]propionamide),  M-II 

((2S)-2-hydroxy-N-[2-[(8S)-1,6,7,8-tetrahydro-2H-indeno[5,4-b]furan-8-yl]ethyl]propionamide), 

compound 1 ((1R,2R)-N-{[2-(2-methyl-2H-indazol-4-yl)cyclopropyl]methyl}propanamide) [WO Patent 

WO2008136382], compound 2 

((1R,2R)-N-{[2-(2-methylpyrazolo[1,5-a]pyridin-4-yl)cyclopropyl]methyl}cyclopropanecarboxamide) 

[WO Patent WO2008136382], and compound 3 

((S)-N-[2-(2-methyl-2,6,7,8-tetrahydrocyclopenta[e]indazol-8-yl)ethyl]acetamide) [WO Patent 

WO2008084717]. メラトニン、百日咳毒素（PTX）、3-イソブチル-1-メチルキサンチンは

Sigma-Aldrich（St. Louis, MO, USA）から購入した。2-ヨードメラトニン、ルジンドールは Tocris 

Cookson Ltd.（Bristol, UK）から、2-[
125

I]ヨードメラトニンは PerkinElmer Inc. （Waltham, MA, USA）

から、Anti-ERK 1/2（#9107）、Anti-phospho-ERK 1/2（#9101）、Anti-CREB（#9104）、Anti-phospho-CREB 

antibodies （ #9198 ）は Cell Signaling Technology （ Danvers, MA, USA ）から入手した。 

IRDye800CW-conjugated anti-rabbit IgG は Rockland Immunochemicals Inc.（Gilbertsville, PA, USA）

から購入した。 その他全ての試薬は Thermo Fisher Scientific Inc.（Waltham, MA, USA）から購入

した。 

 

 

 

Fig. 3. Chemical structures of the tested melatonin agonists 

 

2. 細胞培養 

ヒト MT1発現 CHO 細胞株（CHO-hMT1）は第一章で作成したものを使用し、10%透析済みウシ

胎児血清、100 units/mL ペニシリン、100 µg/mL ストレプトマイシンを含む MEM-α 培地を用いて

5% CO2気層下にて培養した。INS-1 832/13 細胞（INS-1）は INS-1 ラットインスリノーマ由来の細

胞株であり、Christopher B. Newgard 博士（Duke University Medical Center, Durham, NC, USA）から
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供与していただいた。1 mM ピルビン酸ナトリウム、10 mM HEPES、10%ウシ胎児血清、55 µM 2-

メルカプトエタノール、100 units/mL ペニシリン、100 µg/mL ストレプトマイシンを含む

RPMI1640 培地を用いて 5% CO2気層下にて培養した。  

 

3. CHO-hMT1細胞および INS-1 細胞の細胞膜調製 

培養した CHO-hMT1細胞および INS-1 細胞を PBS にて洗浄後、1 mM EDTA 含有 PBS により細

胞を剥がした。遠心して（1000 × g, 5 分）細胞を回収してから、氷冷した 50 mM トリス塩酸緩

衝液（pH 7.5–7.7）で懸濁し、使用時まで−80˚C にて保存した。細胞膜はトリス塩酸緩衝液（pH 7.5–

7.7）中での細胞のホモジナイズおよび遠心（40,000 × g、20 分、4 ˚C）を繰り返すことにより取得

した。蛋白質濃度は Bicinchoninic Acid Protein Assay Kit を用いて測定した。 

 

4. 2-[
125

I]ヨードメラトニンの結合、解離速度の測定 

アッセイバッファーとして 50 mM トリス塩酸緩衝液（pH 7.7）を用いて、CHO-hMT1細胞膜（約

30 µg/tube）、10 µM メラトニンもしくは溶媒（ジメチルスルホキシド）を調製し、試験管に加え、

2 つの異なる濃度の 2-[
125

I]ヨードメラトニン（50 および 200 pM）をそれぞれ添加することで反応

を開始した。37˚C 下 5、10、20、40、80 もしくは 160 分間反応させた後、氷冷したアッセイバッ

ファーを加えてワットマン GF/B フィルターへ吸引濾過し、反応を停止させた。その後、素早く 3 

mLのアッセイバッファーで 3回フィルターを洗浄して、放射活性を γカウンターにより測定した。

非特異的結合の検出には 10 µM のメラトニンを添加した。 

 

5. 非ラベル化メラトニン受容体作動薬の解離速度測定 

50 mM トリス塩酸緩衝液（pH 7.7）にて希釈した CHO-hMT1細胞膜へ、10 nM の各メラトニン

受容体作動薬（メラトニン、2-ヨードメラトニン、ラメルテオン、M-II、compound 1、compound 2、

もしくは compound 3）を加えて 25˚C 下 90 分間反応させた。非結合リガンドを除くため、50 mM

トリス塩酸緩衝液（pH 7.7）を加えて遠心（40,000 × g、20 分、4 ˚C）し、細胞膜を 3 回洗浄した。

リガンドが受容体から解離するのを防ぐため、すべての工程を 4˚C 下で行った。50 mM トリス塩

酸緩衝液（pH 7.7）を用いて細胞膜を再懸濁後、蛋白質濃度を Bicinchoninic Acid Protein Assay Kit

により測定した。50 mM トリス塩酸緩衝液（pH 7.7）を用いて、CHO-hMT1細胞膜（約 30 µg/tube）、

10 µM メラトニンもしくは溶媒（ジメチルスルホキシド）を調製し、試験管に加え、200 pM 2-[
125

I]

ヨードメラトニンを添加することで反応を開始した。37˚C 下 5、10、20、40、80 もしくは 160 分

間反応させた後、上記同様に吸引濾過および洗浄を行い、放射活性を測定した。 

 

6. INS-1 細胞膜におけるメラトニン受容体作動薬の親和性測定 

INS-1 細胞膜における 2-[
125

I]ヨードメラトニンの KD および最大受容体密度（Bmax）を測定す

るため、アッセイバッファーとして 50 mM トリス塩酸緩衝液（pH 7.7）を用いて、INS-1 細胞膜

（約 12–30 µg/tube）、10 µM メラトニンもしくは溶媒（ジメチルスルホキシド）を調製し、試験

管に加え、各濃度の 2-[
125

I]ヨードメラトニン（6.25–400 nM）を添加してから 25˚C 下 90 分間反応

させた。各メラトニン受容体作動薬の Ki は競合結合によって算出するため、50 mM トリス塩酸緩
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衝液（pH 7.7）で希釈した INS-1 細胞膜（約 15 µg/tube）に、メラトニン、ラメルテオン、2-ヨー

ドメラトニン（それぞれ 0.64 pM–10 nM）もしくは M-II（3.2 pM–50 nM）を加えた後、50 pM 2-[
125

I]

ヨードメラトニンを加えて、25˚C 下 90 分間反応させた。その後、上記同様に吸引濾過および洗

浄を行い、放射活性を測定した。 

 

7. cAMP 試験 

10%透析済みウシ胎児血清を含む MEM-α培地を用いて、CHO-hMT1細胞を 96 ウェルプレート

（10
5
 細胞/cm

2）に播種して 2 日間培養した。その後、血清入り培地を除き、アッセイバッファー

（10 mM HEPES を含むハンクス緩衝液）で希釈した溶媒（ジメチルスルホキシド）もしくはメラ

トニン受容体作動薬（メラトニン、2-ヨードメラトニン、ラメルテオン、M-II、compound 1、compound 

2、もしくは compound 3）を加えて 2 時間培養した。PTX を使用した試験では、作動薬添加の前

日から 24 時間 PTX（100 ng/mL）を前処置した。メラトニン受容体拮抗薬ルジンドールを使用し

た試験では、メラトニン受容体作動薬とともにルジンドール（10 µM）を同時に処置した。2 時間

培養後、アッセイバッファーで細胞を 2 回洗浄し、経時変化試験においては無血清培地を用いて

さらに 1.5、 3、 6、もしくは 24 時間培養した。脱感作試験では、フォルスコリン刺激前に再度、

溶媒（ジメチルスルホキシド）、メラトニン（0.003–3 nM）、2-ヨードメラトニン（0.001–1 nM）、

ラメルテオン（0.001–1 nM）もしくは M-II（0.01–10 nM）を 5 分間前処置した。続いて 100 µM 3-

イソブチル-1-メチルキサンチンを含むアッセイバッファー中において、10 µM フォルスコリン刺

激を 37˚C 下 15 分間行った。 

 

8. リン酸化 ERK 測定試験 

CHO-hMT1細胞の培養およびメラトニン受容体作動薬の刺激は cAMP 試験と同様に行い、各時

間（10、30、60、もしくは 120 分）反応させた。メラトニン受容体作動薬の作用持続性試験では、

作動薬の添加後に細胞の洗浄および 90 分間の追加培養を行った。その後、4% パラホルムアルデ

ヒドにて細胞を室温下 20 分間固定し、PBS で繰り返し洗浄した。10%ウシ胎児血清、0.15% 

TritonX-100 を含む PBS を用いて、一次抗体 anti-phospho-ERK 1/2 （希釈率 1:1000）および anti-total 

ERK 1/2（希釈率 1:1000）を希釈し、細胞に添加して 4 ˚C 下一晩反応させた。PBS にて 3 回洗浄

後、二次抗体 Alexa Fluor 680-conjugated anti-mouse IgG （希釈率 1:200 ）  およ び 

IRDye800CW-conjugated anti-rabbit IgG （希釈率 1:800）を細胞に添加して室温下 1 時間反応させ

た。PBS にて 4 回洗浄後、各ウェルの蛍光を Odyssey Infrared Imaging System （LI-COR Biosciences, 

Lincoln, NE）にて計測した。 

 

9. リン酸化 CREB 測定試験 

INS-1 細胞をポリエルリジンコートした 96 ウェルプレート（4.7 × 10
4
 細胞/cm

2）に播種して

1.5–2 日間培養した。各メラトニン受容体作動薬の作動活性を比べるため、0.2% BSA を含む

Krebs-Ringer bicarbonate HEPES バッファー（アッセイバッファー）中において、メラトニン、ラ

メルテオン、2-ヨードメラトニン、M-II、もしくは溶媒（ジメチルスルホキシド）を細胞に 10 分

間前処置してから、1 µM フォルスコリンで 30 分間刺激した。メラトニン受容体作動薬の残存活
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性を測定する際には、RPMI1640 培地中にて 2-ヨードメラトニン、M-II、もしくは溶媒（ジメチル

スルホキシド）を細胞へ添加し、2 時間後にアッセイバッファーを用いて 2 回細胞を洗浄した。

その後、直ちに 0.1 µM フォルスコリンを添加し、30 分間刺激した。細胞固定および細胞免疫染

色は上記のリン酸化 ERK測定試験と同様に行った。ただし、1次抗体は anti-phospho-CREB antibody

（1:100）および mouse anti-total-CREB antibody（1:300）を使用した。 

 

10. データ解析 

結果は平均値±標準誤差で表した。KD、EC50、IC50 値は GraphPad PRISM software（GraphPad 

Software Inc., San Diego, CA, USA）を用いた非線形ロジスティック回帰分析により算出した。Ki

は Cheng と Prusoff の式に従い、IC50、KD、使用ラベル体濃度から算出した。2-[
125

I]ヨードメラト

ニンの結合、解離速度は、以下の結合速度モデルに従い、2 種の濃度の 2-[
125

I]ヨードメラトニン

を用いた結合速度試験結果から算出した。 

kob = [L] k1 + k2 

Ymax = Bmax × ([L]/(KD + [L])) 

Y = Ymax (1 − exp
−kob × t

) 

k1 = 結合速度定数、k2 = 解離速度定数、kob = 見かけの速度定数、KD = 平衡解離定数、[L] = 2-[
125

I]

ヨードメラトニン濃度（nM）、t = 反応時間（min）、Y = ある反応時間における 2-[
125

I]ヨードメ

ラトニンの特異的結合量（fmol/mg protein）、Bmax = 平衡時の 2-[
125

I]ヨードメラトニンの最大結

合量（fmol/mg protein） 

2-[
125

I]ヨードメラトニンの結合速度試験で算出された k1、k2を確かめるため、KD = k2/k1の式を用

いて KDを算出し、第一章の飽和曲線から算出されている KDと比較した。非放射ラベル化合物の

解離速度を算出するため、Malany らによって開発された下記式を用いた [53]。この式において、

放射性ラベル体（L）もしくは非放射ラベル化合物（I）と受容体（R）との相互作用は 2 分子間か

つ可逆的と定義される。 

 

RL 

 

受容体から解離した非放射ラベル化合物は、その濃度が極めて低いため、ほとんど受容体に再結

合しないと考えられている。そのため、以下の式には k3を含まない。 

d[R]/dt = [RI] k4 + [RL] k2 − [R] [L] k1 

−d[RI]/dt = [RI] k4 

d[RL]/dt = [R] [L] k1 − [RL] k2  

d[L]/dt = [RL] k2 − [R] [L] k1 ≈ 0  

Bmax = [R] + [RL] + [RI] 

これらの数式から下記の式（1）が算出される。 

[RL] = k1 [L] Bmax (1 − e
−(k1[L] + k2) t

)/(k1 [L] + k2) + k1 [L] [RI]t = 0 (e
−(k1[L] + k2) t

 − e
−k4 t

)/(k1 [L] + k2 − k4) (1) 

[RI] t = 0 = 放射ラベル体添加開始時における非放射ラベル化合物の受容体結合量、[RL] = ある反応

時間における 2-[
125

I]ヨードメラトニンの特異的結合量（fmol/mg protein）、[L]、t、Bmaxは上記に

RI R 

k1 k4 

k3 k2 
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記載した定義と同じである。k4は 2- [
125

I]ヨードメラトニンの結合速度試験から算出された k1およ

び k2を用いて計算した。統計解析は SAS（SAS Institute Inc., Cary, NC, USA）を用いた t 検定、ウ

イリアムズ検定もしくはダンネット検定により行った。有意水準を P < 0.05（t 検定、ダンネット

検定）、P < 0.025（ウイリアムズ検定）とした。 
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【結果】 

メラトニン受容体作動薬の作用持続時間を比較するため、ラメルテオン、M-II、メラトニンお

よび 2-ヨードメラトニンを用いた（Fig. 3）。各薬剤のヒト MT1受容体における作動活性（IC50）

は第一章（Table 1、2）において算出しており、下記の通りである。ただし、メラトニンとラメル

テオンは独立した 2 回の試験を実施しているため、2 つの値を記載する。メラトニン（77.8、48.1 

pM）、2-ヨードメラトニン（26.8 pM）、ラメルテオン（21.2、12.4 pM）、M-II （208 pM）。 

一部の β2アドレナリン受容体作動薬は β2アドレナリン受容体（Gs 共役型）を発現させた CHO

細胞や単離組織において、薬剤洗浄後も持続的な活性を示す [54, 55]。同様に、メラトニン受容体

作動薬の作用持続性を検討するため、CHO-hMT1細胞において薬剤洗浄後の作動活性を測定した。

メラトニン受容体作動薬を 2 時間処置した後、2 回アッセイバッファーにて洗浄し、フォルスコ

リン刺激による cAMP 産生量を測定した。興味深いことに、薬剤洗浄直後にフォルスコリン刺激

した場合、cAMP産生増強もしくは抑制といった作動薬間で異なる 2種類の反応が観察された（Fig. 

4A）。この cAMP 産生増強作用は sensitization と呼ばれ、アデニルシクラーゼ経路の細胞特異的

な代償反応と考えられている [56]。メラトニンによる sensitization はこれまでに報告されており、

本試験においても、メラトニンおよび M-II は sensitization を引き起こした [57]。ただし、その用

量反応曲線は異なり、メラトニンが逆 U 字型であったのに対し、M-II は用量依存的であった。一

方、ラメルテオンと 2-ヨードメラトニンは薬剤除去後も、前処置濃度に依存して cAMP 産生を持

続的に抑制した。これらの結果は、各薬物の作動活性が同等になる濃度を用いた場合でも、薬剤

間で残存活性が異なることを示唆している。 

 薬剤除去後の作用持続性をさらに調べるため、各作動薬（1 nM）を 2 時間前処置および除去後、

最大24時間後まで培養し、各時点におけるフォルスコリン誘発 cAMP産生量を検討した（Fig. 4B）。

ラメルテオンと 2-ヨードメラトニンは、少なくとも薬剤除去3時間後まで cAMP産生を抑制した。

その後、徐々にその抑制活性は消失し、24 時間後には弱い sensitization が生じた。メラトニンお

よび M-II による sensitization は約 3 時間観察された後、消失した。 

 これらの薬剤除去後の反応が MT1 受容体を介しているかどうか調べるため、Gi 蛋白質阻害剤

PTX と MT1/MT2 受容体拮抗薬ルジンドールを用いて、ラメルテオンによる残存活性および M-II

による sensitization に対する作用を検討した（Fig. 4C、D）。PTX およびルジンドールの前処置は、

ラメルテオンによる残存活性や M-II の sensitization を完全に消失させた。以上から、メラトニン

受容体作動薬の異なる残存活性は MT1受容体を介した作用であり、残存活性の有無は MT1受容体

の活性化の程度では説明できないことが分かった。 
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Fig. 4. Differential cAMP responses of CHO-hMT1 cells to forskolin stimulation after pretreatment 

with melatonin agonists followed by withdrawal  

(A) Dose-dependent inhibition or enhancement of melatonin agonists on forskolin-stimulated cAMP 

formation. (B) Time-course of forskolin-stimulated cAMP responses after agonist withdrawal. (C and D) 

Reversal of the actions of ramelteon and M-II on forskolin-stimulated cAMP formation by PTX (100 

ng/mL) and luzindole (10 μM). CHO-hMT1 cells were exposed to melatonin agonists (A, 1 pM-0.1 µM; B, 

C, and D, 1 nM) for 2 h. Following repeated washing, forskolin-stimulated cAMP formation was measured 

at each time point (A, C, and D, 0 h; B, 0, 1.5, 3, 6, and 24 h). Values are expressed as percentages of 10 

μM forskolin-stimulated cAMP formation in vehicle-pretreated controls. Data are presented as the mean ± 

S.E.M. of 3 or 4 separate experiments performed in quadruplicate. Data were analyzed using t-test; *P 

<0.05, **P <0.01, ***P <0.001 vs. vehicle. The data is cited from our previous report (Eur J Pharmacol. 

757, 42-52 (2015), Fig. 2). 

 

cAMP 試験におけるメラトニン受容体作動薬の作用持続性の違いを確かめるため、リン酸化

ERK レベルを指標として同様の試験を行った。まず CHO-hMT1細胞において、リン酸化 ERK レ

ベルを指標とした各作動薬の作動活性を測定した。すべての作動薬は濃度依存的にリン酸化 ERK

を増加させ（Fig. 5A）、作動活性（EC50）は cAMP を指標とした場合とおおよそ相関した（メラ

トニン、35.6 ± 9.4 pM、 2-ヨードメラトニン、15.2 ± 2.1 pM、ラメルテオン、17.9 ± 1.4 pM、M-II、

89.3 ± 14.2 pM）。また、ラメルテオン（1 nM）および M-II（3 nM）によるリン酸化 ERK の増加
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はルジンドールによって消失した（Fig. 5B）。各作動薬は添加 10 分後に著しくリン酸化 ERK を

増加（400%以上）させたが、添加 2 時間後にはそのリン酸化レベルが約 200%まで低下した（Fig. 

5C）。さらに薬剤除去および洗浄を行い、3 時間培養するとリン酸化 ERK の増加は検出できなか

った。そのため、各作動薬の残存活性の用量反応性試験は、各作動薬を 2 時間処置後、薬剤除去

および洗浄し、さらに 1.5 時間培養してからリン酸化 ERK を測定した。ラメルテオン、2-ヨード

メラトニン処置群はメラトニン、M-II 処置群に比べ、薬剤除去後もリン酸化 ERK のレベルが高か

った（Fig. 5D）。また、M-II は最も高いリン酸化 ERK の増加を引き起こす濃度においても、残

存活性は全く認められなかった。以上の cAMP とリン酸化 ERK の試験結果から、ラメルテオンと

2-ヨードメラトニンは、メラトニン、M-II よりも顕著な作用持続性をもつことが示された。 

 

Fig. 5. Prolonged phosphorylation of ERK following withdrawal of melatonin agonists in 

CHO-hMT1 cells  

(A) Concentration-dependent ERK phosphorylation induced by a short treatment of melatonin agonists. (B) 

Antagonistic action of luzindole (10 μM) on ERK phosphorylation stimulated by ramelteon and M-II. (C) 

Time-dependent decrease in ERK phosphorylation during agonist treatments. (D) Concentration-dependent 
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ERK phosphorylation at 1.5 h following agonist washout. CHO-hMT1 cells were incubated with melatonin 

agonists (A, 1 pM-10 nM; B, 1 nM ramelteon, 3 nM M-II; C, 1 nM; D, 10 pM-100 nM) for each period (A 

and B, 10 min; C, 10, 30, 60, 120 min; D, 120 min). ERK phosphorylation was measured after the agonist 

treatment period (A, B, and C) or at 1.5 h after agonist withdrawal (D). Values are expressed as percentages 

of the ratio of phosphorylated ERK to total ERK in the vehicle-pretreated group (100%). Data are presented 

as the mean ± S.E.M. of 3 separate experiments performed in triplicate. Data were analyzed using t-test; *P 

<0.05 vs. vehicle. The data is cited from our previous report (Eur J Pharmacol. 757, 42-52 (2015), Fig. 3). 

 

 MT1 受容体シグナルの作用持続性に関与する候補因子のひとつとして、まずメラトニン受容体

作動薬の受容体からの解離速度について着目した。非放射ラベル化合物のヒト MT1受容体からの

解離速度を測定するため、遅延性放射リガンド結合法（delayed radioligand association approach）を

用いた。本方法は、先に受容体に結合させた非放射ラベル化合物の解離速度に依存して、後から

添加した放射ラベル化合物の結合が遅れることに基づいている。また、2-[
125

I]ヨードメラトニン

の kon（k1）、koff（k2）を算出するため、2 種の濃度の 2-[
125

I]ヨードメラトニン（50、200 pM）を

用いた結合速度試験を行った。さらに非放射ラベル化合物の koff（k4）は、これら k1、k2および前

述の数式（【方法】10 の式（1））を用いて計算した。2 種の濃度の 2-[
125

I]ヨードメラトニンの受

容体結合が平衡に達するまで測定し、結合速度モデル（association kinetic model）を使用した結果、

kon（k1）は 1.10 ± 0.11 × 10
9 
M

−1 
min

−1、koff（k2）は 0.0134 ± 0.0023 min
−1、さらに Bmax は 96.3 ± 10.9 

fmol/mg protein であることが分かった（Fig. 6A）。これら結合、解離速度から算出された KD（12.7 

± 2.5 pM）は、第一章の 2- [
125

I]ヨードメラトニンの飽和結合曲線から求められた KD（15.0 ± 3.0 pM）

とほぼ一致した。遅延性放射リガンド結合試験は以下のように行い、各作動薬の koff（k4）を算出

した（Fig. 6B）。先にヒト MT1受容体を非放射ラベルの作動薬で完全に占有するため、高濃度（10 

nM）の各作動薬を CHO-hMT1細胞膜に加えて反応させた。その後、受容体に結合していない作動

薬を洗って除き、2-[
125

I]ヨードメラトニン（200 pM）を添加した。非放射ラベルの作動薬が受容

体から解離することにより、2-[
125

I]ヨードメラトニンは占有されていない受容体へ結合すること

ができるため、あらかじめ作動薬によって受容体が占有されていると、2- [
125

I]ヨードメラトニン

の受容体結合速度は遅くなる。この結果、作動薬の解離速度の大きさの順は、M-II ＞ メラトニ

ン ＞ ラメルテオン = 2-ヨードメラトニンであった（Table 6）。また、2-ヨードメラトニンの解

離速度（0.0119 ± 0.0026 min
−1）は、前述の結合速度試験で算出された 2-[

125
I]ヨードメラトニンの

解離速度（0.0134 ± 0.0023 min
−1）と良く一致していた。 
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Fig. 6. Time-courses of associations of 2-[
125

I] iodomelatonin with the human MT1 receptor  

(A) CHO-hMT1 membranes were incubated for up to 160 min with 2-[
125

I] iodomelatonin (50 and 200 pM). 

(B) CHO-hMT1 membranes were preincubated with each unlabeled agonist (10 nM) and then washed prior 

to the addition of 2-[
125

I] iodomelatonin (200 pM). 2-[
125

I] iodomelatonin binding to membranes were 

assessed for up to 160 min. Data are presented as the mean ± S.E.M. of 3-6 separate experiments performed 

in duplicate. The parameters determined from these curves are summarized in Table 6. The data is cited 

from our previous report (Eur J Pharmacol. 757, 42-52 (2015), Fig. 4). 

 

Table 6. Dissociation rate constants (koff) and half-lives (t1/2) of melatonin agonists for human MT1 

receptor  

Compound koff (min
−1

)  t1/2 (min) 

Melatonin 0.0447 ± 0.0071 16.5 ± 3.0 

2-Iodomelatonin 0.0119 ± 0.0026 69.3 ± 13.9 

Ramelteon 0.0104 ± 0.0016 69.8 ± 10.0 

M-II 0.098 ± 0.0096 7.25 ± 0.77 

Data are presented as the mean ± S.E.M. of 3-6 separate experiments. The data is cited from our previous 

report (Eur J Pharmacol. 757, 42-52 (2015), Table 1). 

 

 メラトニン受容体作動薬の作用持続性と受容体解離速度との関係を明らかにするため、解離速

度と cAMP 試験（薬剤除去直後のフォルスコリン刺激による cAMP 産生量、Fig. 4A）、もしくは

リン酸化 ERK 試験（薬剤除去 1.5 時間後のリン酸化 ERK レベル、Fig. 5D）における残存活性と

の相関性を調べた。このような相関解析を行うため、これまでに用いた 4 つの作動薬に加えて、

新たに 3 つの作動薬（compound 1、compound 2、compound 3、 Fig. 3 参照）のデータを追加取得

した。合計 7 つの作動薬の解離速度は cAMP 試験（Fig. 7A、r
2
 = 0.94、P <0.01）およびリン酸化

ERK 試験（Fig. 7B、r
2
 = −0.92、P <0.01）における残存活性と有意に相関した。一方、β2アドレナ
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リン受容体作動薬の報告とは異なり、作動薬の脂溶性（LogD7.4）と残存活性は相関しなかった（Fig. 

7C、r
2
 = −0.02、Fig. 7D、r

2
 = 0.36 ）。 

 

Fig. 7. Correlation of residual agonist activities with log koff and logD7.4 values  

Residual activities of 7 melatonin agonists were assessed using cAMP assays (A and C, as described in Fig. 

4A) and ERK assays (B and D, as described in Fig. 5D). Plots were generated using data from 10 nM 

agonist treatments. Each plot represents the mean ± S.E.M. of 3-6 separate experiments, except for 

measured logD7.4 value, which was obtained in a single experiment. The data is cited from our previous 

report (Eur J Pharmacol. 757, 42-52 (2015), Fig. 5). 

 

次に受容体脱感作の残存活性に与える影響を調べるため、フォルスコリン誘発 cAMP 産生抑制

活性を指標として、作動薬前処置による用量反応曲線の変化を検討した。作動薬を CHO-hMT1細

胞に 2 時間処置した後、細胞を 2 回洗浄してから各濃度の作動薬を再度添加し、フォルスコリン

誘発 cAMP 産生に対する抑制活性を測定した。残存活性に与える受容体脱感作の影響を十分考慮

するため、前述の cAMP 試験（Fig. 4A）における各薬剤の最大濃度を用いた（ラメルテオン、2-

ヨードメラトニンは 10 nM、 メラトニン、M-II は 100 nM）。4 つの作動薬の用量反応曲線はすべ

て右方シフトし、作動活性は約 2–4 倍減少した（Fig. 8、Table 7）。ただし、ラメルテオン、2-ヨ

ードメラトニンは高い残存活性を有するにもかかわらず、それらの脱感作の程度はメラトニンや
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M-II よりも大きかった。これらの結果から、メラトニン受容体作動薬の受容体解離速度がその作

用持続性に関与することが示唆された。 

 

Fig. 8. MT1 receptor desensitization induced by 2-h treatments with melatonin agonists  

CHO-hMT1 cells were pretreated for 2 h with vehicle or agonist (A, 100 nM melatonin; B, 10 nM 

2-iodomelatonin; C, 10 nM ramelteon; D, 100 nM M-II) and then washed. Subsequently, varying 

concentrations of each agonist were re-added to the cells. Following a 15-min stimulation with forskolin, 

the cAMP content was determined. Values are expressed as percentages of 10 μM forskolin-stimulated 

cAMP formation in vehicle-pretreated controls. Data shown are representative of 3 or 4 separate 

experiments performed in triplicate. IC50 values determined from these curves are summarized in Table 7. 

The data is cited from our previous report (Eur J Pharmacol. 757, 42-52 (2015), Fig. 6). 
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Table 7. Changes in functional potencies of melatonin agonists after 2-h pretreatment with agonists 

Compound 

IC50 (pM) 

ΔpIC50 Vehicle 

pretreatment 

Agonist 

pretreatment 

Melatonin 75.0 ± 31.1 160.5 ± 64.8 0.33 ± 0.01 

2-Iodomelatonin 36.6 ± 11.7 136.4 ± 18.5 0.63 ± 0.12
*
 

Ramelteon 19.2 ± 1.4 61.7 ± 5.8 0.51 ± 0.01 

M-II 261.3 ± 26.2 516.2 ± 57.2 0.29 ± 0.01 

CHO-hMT1 cells were preincubated with each agonist (ramelteon and 2-iodomelatonin at 10 nM, 

melatonin and M-II at 100 nM) for 2 h and then washed and restimulated with agonists (Fig. 8). Potencies 

of agonists were assessed according to the inhibition of forskolin-stimulated cAMP formation. The 

magnitude of rightward shifts in the concentration-response curves were quantified as the difference in log 

IC50 with and without agonist pre-exposure (ΔpIC50). Data are presented as the mean ± S.E.M. of 3 or 4 

separate experiments. Data were analyzed using Dunnett’s test; 
*
P <0.05 vs. melatonin-pretreated group. 

The data is cited from our previous report (Eur J Pharmacol. 757, 42-52 (2015), Table 2). 

 

内在性 MT1受容体発現細胞においても、メラトニン受容体作動薬の作用持続性の違いを確認す

るため、ラット MT1受容体を発現する膵 β 細胞株 INS-1 細胞を用いて同様の試験を行った。この

INS-1 細胞では、CHO-hMT1細胞と同様にメラトニンが MT1受容体を介して cAMP 産生を抑制す

ることや、センジタイゼーションを引き起こすことが報告されている [58]。また、本試験に用い

た INS-1細胞においてラットMT1受容体の発現を定量的 PCRによって確認した（データ未掲載）。

第一章で述べたように、メラトニン受容体作動薬の親和性はヒトとラット MT1受容体間で必ずし

も相関しないため、初めに INS-1 細胞膜を用いて各作動薬のラット MT1受容体に対する親和性を

調べた [30]。2-[
125

I]ヨードメラトニンの飽和結合試験から、INS-1 細胞膜において高親和性結合

部位が存在し、その KDは 17 ± 2.5 pM、Bmaxは 33 ± 2.7 fmol/mg protein であった（Fig. 9A）。各メ

ラトニン受容体作動薬の親和性を算出するため、2-[
125

I]ヨードメラトニンとのリガンド競合試験

を行った結果、親和性の順位は 2-ヨードメラトニン > メラトニン ≥ ラメルテオン > M-II であっ

た（Table 8）。次にフォルスコリン誘発リン酸化 CREB の増加に対する抑制作用を指標として、

作動活性を調べた。各作動薬は濃度依存的にリン酸化 CREB の増加を抑制し、その作動活性の強

さの順は親和性の順と一致した（Fig. 9C）。ただし、ヒト MT1受容体に対する作動活性とは対照

的に、ラット MT1受容体に対するラメルテオンの作動活性はメラトニンよりもやや弱かった。 
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Fig. 9. Affinities and potencies of melatonin agonists for the rat MT1 receptor in INS-1 cells  

(A) Saturation binding of 2-[
125

I] iodomelatonin to INS-1 clone membranes. Inset, Scatchard plot of 

saturation data. (B) Competition by melatonin agonists (melatonin, 2-iodomelatonin, ramelteon, and M-II) 

for 2-[
125

I] iodomelatonin binding to INS-1 clone membranes. Values are expressed as percentage of 

specific binding in the vehicle-treated group (100%). (C) Inhibition of forskolin-stimulated CREB 

phosphorylation in INS-1 cells. INS-1 cells were pretreated with melatonin agonists for 10 min and then 

stimulated with forskolin (1 µM) for 30 min. Values are expressed as the ratio of phosphorylated CREB to 

total CREB in forskolin-stimulated controls (100%). Data are representative of 3 separate experiments 

performed in duplicate (A and B) or triplicate (C). The parameters determined from these curves are 

summarized in Table 8. The data is cited from our previous report (Eur J Pharmacol. 757, 42-52 (2015), 

Fig. 7). 

 

Table 8. Affinity constants (Ki) and functional potencies (IC50) of melatonin receptor agonists for rat 

MT1 receptor in INS-1 cells  

Compound Affinity constant (Ki) Functional potency (IC50) 

 pM nM 

Melatonin 35 ± 6.6 0.70 ± 0.11 

2-Iodomelatonin 11 ± 1.8  0.019 ± 0.0025 

Ramelteon 55 ± 12  2.5 ± 0.48 

M-II 1000 ± 55 33 ± 9.8 

Data are presented as the mean ± S.E.M. of 3 separate experiments. The data is cited from our previous 

report (Eur J Pharmacol. 757, 42-52 (2015), Table 3). 

 

β2 アドレナリン受容体作動薬の報告と類似し、本研究に用いたメラトニン受容体作動薬のヒト
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MT1受容体に対する Ki と Koffとは相関する傾向にあった（r
2
 = 0.75, P = 0.052）。そのため INS-1

細胞膜における各作動薬の Ki から、M-II と 2-ヨードメラトニンはラット MT1受容体に対してそ

れぞれ最も早い、もしくは遅い解離速度を示すと推定された。そこで M-II と 2-ヨードメラトニン

を用いて、CHO-hMT1細胞を用いた試験と同様に INS-1 細胞における残存活性を測定した。INS-1

細胞に各作動薬を 2 時間処置し、2 回洗浄後、フォルスコリンにより 30 分間刺激した。その結果、

2-ヨードメラトニンはフォルスコリン誘発リン酸化 CREB の増加を抑制したのに対し、M-II は

sensitization を引き起こした（Fig. 10）。これらの結果から、2-ヨードメラトニンの持続的な作動

活性は CHO-hMT1細胞に特異的な現象ではないことが示された。 

 

Fig. 10. Changes in forskolin-stimulated CREB phosphorylation following withdrawal of melatonin 

agonists in INS-1 cells  

INS-1 cells were treated with M-II (10 nM–1 µM) and 2-iodomelatonin (0.1–10 nM) for 2 h, washed, and 

then stimulated with forskolin (0.1 µM) for 30 min. Values are expressed as the ratio of phosphorylated 

CREB to total CREB in the vehicle-pretreated group (100%). Data are presented as the mean ± S.E.M. of 3 

separate experiments performed in triplicate. Data were analyzed using Williams’ test; #P <0.025 vs. 

vehicle-pretreated control. The data is cited from our previous report (Eur J Pharmacol. 757, 42-52 (2015), 

Fig. 8). 
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【考察】 

 本章において、著者は 4 種のメラトニン受容体作動薬（ラメルテオン、M-II、メラトニン、2-

ヨードメラトニン）の in vitroにおける作用持続性およびこれに影響を与える因子を調べた。まず、

フォルスコリン誘発 cAMP 産生量およびリン酸化 ERK レベルを指標として、CHO-hMT1細胞にお

ける作用持続時間を検討した。作用持続時間は作動薬間で著しく異なり（2-ヨードメラトニン = 

ラメルテオン > メラトニン > M-II）、このような違いは内在性ラット MT1 受容体を発現する

INS-1 細胞においても観察された。さらに、作動薬除去後の残存活性はヒト MT1受容体からの解

離速度と強く相関した。 

 本研究はメラトニン受容体作動薬の作用持続性の違いを示した最初の報告であろう。in vitro お

よび in vivo において、メラトニンによる sensitization がこれまでに報告されており、メラトニン

はその除去後、持続的な作動活性を示さないと推定された [57, 59]。すなわち、MT1受容体を介し

たアデニル酸シクラーゼの抑制はメラトニン除去に伴い、速やかに消失し、sensitization を引き起

こすと考えられる。本研究においてもメラトニンと M-II による sensitization は薬剤除去直後に生

じ、約 3 時間持続した（Fig. 4B）。一方、ラメルテオンと 2-ヨードメラトニンはフォルスコリン

誘発 cAMP 産生を 3 時間以上持続的に阻害し、薬剤除去 24 時間後に弱い sensitization を引き起こ

した。このように sensitization が生じるタイミングは作動薬間で異なっていた。INS-1 細胞におい

ても同様に、M-II は薬剤除去後、速やかに sensitization を引き起こしたのに対し、2-ヨードメラト

ニンはフォルスコリン誘発リン酸化 CREB の増加を抑制した（Fig. 10）。作動薬間で異なる受容

体解離速度が作用持続性および sensitization のタイミングの違いを生んでいると推測され、以下の

ような機序が考えられた。メラトニン受容体作動薬はその解離速度に関わらず、作動薬処置中に

受容体を持続的に刺激することによって、sensitization に必要な変化を誘導する。続いて行う作動

薬の除去、洗浄過程によって、早い解離速度をもつ作動薬はアデニル酸シクラーゼの阻害作用を

速やかに失い、急速かつ著しい sensitization を起こす。これとは対照的に、解離速度の遅い作動薬

は、受容体から十分解離するまでアデニル酸シクラーゼを阻害し続ける。このような作用持続性

の違いはリン酸化 ERK を指標とした場合にも観察された（Fig. 5D）。これら in vitro における作

用持続性の知見を in vivo に適用するためには、組織や動物レベルにおけるさらなる研究が必要で

ある。 

[
3
H]-メラトニンや 2-[

125
I]ヨードメラトニンのような放射ラベルリガンド自体の解離速度研究は

これまでに多く報告されている。このような放射ラベルリガンドの解離速度算出は、非常に正確

な速度定数を求めることができるものの、対象とするリガンドを直接放射ラベル化する必要があ

る。本研究では非放射ラベルリガンドの解離速度定数を間接的に測定できる方法として、遅延性

放射リガンド結合法を用いた [53]。この方法の妥当性は、既存報告の[
3
H]-メラトニン、2-[

125
I]ヨ

ードメラトニンの解離速度と、本方法を用いて算出した非放射ラベルメラトニン、2-ヨードメラ

トニンの解離速度を比較することで検証した。報告されている 2-[
125

I]ヨードメラトニン、[
3
H]メ

ラトニンの koffはそれぞれ 0.018 min
−1、0.056 min

−1であり、本試験で算出した各 koff 0.0119 min
−1、

0.0447 min
−1

 と良く一致した（Table 6） [52, 60]。さらに他の間接的な速度算出方法である共添加

試験（co-incubation experiment）を用いれば、ラメルテオン、M-IIの koffも確認できるであろう [61]。 

作動薬の残存活性と推定される寄与因子との相関解析から、細胞膜への非特異的結合に関与す
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るリガンドの脂溶性ではなく、解離速度が作用持続性に関与することが示唆された（Fig. 7）。た

だし、リガンドの受容体への再結合（rebinding）や受容体の非活性部位への結合（exosite binding）

も関与する可能性は残っている [42, 44]。ただし、長い作用持続性を示す 2-ヨードメラトニンが

最も強く脱感作を引き起こしたことから、脱感作は作用持続性に関与しないと考えられる（Table 

7）。 

以上の結果より、ヒト MT1受容体発現 CHO 細胞および INS-1 細胞において、メラトニン受容

体作動薬は異なる作用持続時間を持ち、受容体解離速度がラメルテオンの作用持続性に関与する

ことが示唆された。 
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第 3章 ラット膵β細胞株 INS-1におけるラメルテオンの処置時間依存的な細胞内シグナルの変化 

 

【緒言】 

 メラトニンシグナルの異常と 2 型糖尿病との強い関連性がヒトおよび動物モデルにおいて報告

されている。メラトニンのげっ歯類への長期投与は、高血糖や高インスリン血症などの異常なグ

ルコース代謝を改善した [62, 63]。同様に、徐放性メラトニンの長期投与は糖尿病をもつ不眠患者

の HbA1c レベルを改善した [64]。また、メラトニンの分泌量低下は 2 型糖尿病発症リスクの増加

と関係しており、メラトニン低分泌群の発症率は高分泌群に比べて約 2 倍高かった [65]。膵臓は

メラトニンによる糖代謝調節作用の標的組織の可能性があり、事実、メラトニンはげっ歯類の膵

島細胞や INS-1 細胞において、フォルスコリンや高グルコース刺激によるインスリン分泌を阻害

する [58, 66]。また、MT1および MT2受容体欠損マウスを用いた研究から、メラトニンのこのよ

うな作用は主に MT1受容体を介していることが報告されている [67]。 

 概日時計は行動に周期性を与える内因性の振動体であり、体内の代謝過程と予期された行動と

を同調させる。概日リズムは分子レベルにおいて、Clock、Bmal1 などの転写活性化因子と Per1、

Cry1 などの転写抑制因子が互いに制御し合うフィードバックループにより構成されている [68]。

糖代謝などの代謝制御における概日時計の重要性は、時計遺伝子の変異が代謝関連遺伝子の周期

的発現に障害を与え、代謝疾患を引き起こすといった報告から示唆されている [69]。例えば、Clock

遺伝子の変異マウスやBmal1欠損マウスは、耐糖能やインスリン分泌能の異常が認められる [70]。

興味深いことに、Bmal1 欠損マウスの膵島細胞では、インスリンの開口放出が顕著に障害されて

いる。これらの代謝異常は時計遺伝子発現の下流にある現象によって引き起こされているのであ

ろう [69]。 

 これまでに様々な細胞種において、メラトニンが時計遺伝子の発現に直接影響を与えることが

示されている [71]。しかしながら、これらの実験結果は一致しておらず、使用細胞種やメラトニ

ンの暴露時間、濃度などの実験条件の違いに起因しているのかもしれない [72-74]。例えば、MT1

受容体が高発現し、季節性の神経内分泌反応を制御している下垂体隆起部では、メラトニンの暴

露時間に依存した発現変動が報告されている [75]。特に von Gall らの報告では、下垂体隆起部の

MT1受容体を長時間刺激することによって、アデノシン A2b 受容体を介した cAMP シグナルが増

強され、Per1 の周期的発現変動を引き起こした [59]。このような現象は、第 2 章で述べた cAMP

シグナルの sensitization が関与すると考えられている。さらに、MT1受容体欠損マウスや松果体除

去マウスを用いた研究から、MT1 受容体を介したメラトニンシグナルが、下垂体隆起部における

いくつかの時計遺伝子（Per1、Cry1、Rev-erbα）の概日リズムおよび発現レベルに重要な役割をも

つことが示されている [76, 77]。しかしながら、膵β細胞の時計遺伝子発現に対する MT1受容体

シグナルおよびその持続性の役割はほとんど明らかになっていない。このような情報は、メラト

ニン受容体作動薬の時計遺伝子発現を介したβ細胞機能への影響を理解するうえで有用であろう。 

 本章ではこのような背景から内在性 MT1受容体を発現する細胞として INS-1 細胞を選択し、ラ

メルテオンの処置時間依存的な細胞内シグナルの変化を調べるため、ラメルテオン処置およびそ

の除去後においてリン酸化 CREB、インスリン分泌および時計遺伝子発現の変化を検討した。 
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【方法】 

1. 試薬 

ラメルテオン（(S)-N-[2-(1,6,7,8-tetrahydro-2H-indeno-[5,4-b]furan-8-yl)ethyl] propionamide）は武田

薬品工業株式会社（Osaka, Japan）にて合成された。H89、2′, 5′-dideoxyadenosine、GSK4112 は

Sigma-Aldrich（St. Louis, MO, USA）から購入した。ルジンドールは Tocris Cookson（Bristol, UK）

から、フォルスコリンは Merck Millipore（Darmstadt, Germany）から入手した。 

 

2. 細胞培養 

INS-1 細胞の培養は、第二章の【方法】2. 細胞培養と同様に実施した。 

 

3. リン酸化 CREB 測定試験 

INS-1 細胞をポリエルリジンコートした 96ウェルプレート（4.7×10
4
 細胞/cm

2）に播種して 1.5–

2 日間培養した。対照溶媒もしくは化合物（ルジンドールもしくはフォルスコリン存在、非存在

下において、ラメルテオン、H89、もしくは 2′,5′-dideoxyadenosine）を細胞に加え、0.1%ウシ

胎児血清含有RPMI1640培地中にて、2–14時間培養した。sensitizationの試験では、細胞を 0.2% BSA

を含む Krebs-Ringer bicarbonate HEPES バッファー（アッセイバッファー）で 2 回洗浄後、30 分間

アッセイバッファー中で培養してから、フォルスコリン刺激（0.1 µM）を 30 分間行った。その後

の細胞固定、免疫細胞染色は、第二章の【方法】9. リン酸化 CREB 測定試験と同様に実施し、各

ウェルの蛍光強度を測定した。 

 

4. インスリン分泌試験 

前述のリン酸化 CREB 測定試験と同様に、ラメルテオンを INS-1 細胞に前処置した。処置 2 も

しくは 14 時間後に培地を回収し、培地中のインスリン濃度測定まで−80˚C 下にて保存した。

sensitization および Rev-erbα 作動薬試験においては、アッセイバッファーにて細胞を 2 回洗浄後、

30 分間アッセイバッファー中で培養した。その後、2 時間フォルスコリン（10 µM）もしくは 30

分間 GSK4112（10 µM）刺激を行った。培地上清中のインスリン濃度は、AlphaLISA Insulin Kit

（Perkin-Elmer, Wellesley, MA, USA）を用いて測定した。 

 

5. 定量的遺伝子発現測定試験 

INS-1 細胞をポリエルリジンコートした 24 ウェルプレート（4.7×10
4
 細胞/cm

2）に播種して 2

日間培養した。その後、前述のリン酸化 CREB 測定試験と同様の方法により、化合物を 2–14 時間

処置した。フォルスコリンおよび高グルコース刺激による時計遺伝子の周期的発現誘導は、下記

のように実施した。グルコースおよび血清不含 RPMI 1640 培地を用いて、ラメルテオン前処置細

胞を 2 回洗浄し、1.5 時間培養した。次いでフォルスコリン（0.1 µM）および高グルコース（12 mM）

を含む RPMI 1640 培地に交換し、1.5 時間刺激した。さらに 6 mM グルコースを含む RPMI 1640

培地に変え、各時間（0、1、4、8、12、16、20、24、28、32、36、40、44、48 時間）培養後、細

胞を RLT バッファー（Qiagen, Valencia, CA, USA）にて溶解し−80˚C 下にて保存した。RNeasy 96 Kit

および DNase I （Qiagen）を用いて、添付プロトコールに従い、トータル RNA を抽出した。RNA
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は High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit（Applied Biosystems, Foster City, CA, USA）を用い

て cDNA に逆転写した後、下記のように反応液を調製した。総 20 µL/well の反応液になるように、

ペアーとなるプライマー、FAM もしくは HEX ラベル化 TaqMan プローブ、cDNA サンプルもし

くは標準 DNA テンプレート（copy numbers、1 × 10
2
–1 × 10

7）、quantitative real-time polymerase chain 

reaction MasterMix（Eurogentec, Seraing, Belgium）を各ウェルに入れて調製した。プライマーとプ

ローブの DNA 配列は Table 9 に示す。7900HT Sequence Detection System（Applied Biosystems）を

用いて、下記の反応条件（50˚C 下 2 分、95˚C 下 10 分を 1 サイクル、続いて 95˚C 下 15 秒、60˚C

下 1 分を 40 サイクル）よって定量的 PCR を行った。標的遺伝子と参照遺伝子（ラットシクロフ

ィリン A）の発現量は、絶対定量もしくは ΔΔCt 法を用いた相対定量によって算出した。標的遺

伝子の発現量は参照遺伝子発現量によって標準化した。 

 

Table 9. Primer and probe sequences for quantitative real-time polymerase chain reaction 

Gene symbol  Non-labeled primer (5′–3′) TaqMan probe (5′–3′) 

Nr1d1 F CAGCGAGAAGCTCAACTCTCT

G 

CCGTGAAAAGGCCCAGCTCCTCCTC

AG 

 R CCATTCCCGAGCGGTCTGC  

Arntl F GGTCGAATGATTGCCGAGGAA ACAGGATAAGAGGGTCATCACCTTC

CAGC 

 R CGTACTTGTGATGTTCAGTGG

G 

 

Clock F TCCCAGTCAGTTGGTTCATCAT

TA 

CACAGCCAGCGATGTCTCAAGCTGC

AA 

 R CTGAGCTGAAAGCTGAAACTG

TG 

 

Per1 F CAGGCTTCGTGGGCTTGAC CCTTCAGCCCCTGGTTGCCACCATG 

 R CAGTGGTGTCGGCGACCA  

Per2 F AGAGGTTCATCCGTGGGTCC ACACACCCTGTTACGTCGATGGCGG

TA 

 R TTGCCTTTCTCCTCACTTTCAC

A 

 

Cry1 F TGCTCCTGGAGAGAATGTCCC CCACTTCCTTGAGAGCAGTTTCCGCC
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AC 

 R TGGGTTAGTTTGCTGACTGTCT

C 

 

Cry2 F AGCACTTGGAACGGAAGGC TCCGAGGTCTCTCATAGTTGGCAACC

C 

 R GCCAGCAAGGAATTGGCATTC  

PGC-1α F GAGAGTATGAGAAGCGGGAG

TC 

ACACGGCGCTCTTCAATTGCTTTCTG

CT 

 R GTCAGGTCTGATTTTACCAAC

GTAA 

 

Srebf1 F CGCTCTTGACCGACATCGAA CAACAACCAAGACAGTGACTTCCCT

GGC 

 R GCCTGTGTCTCCTGTCTCAC  

Fasn F CGCCAGAGCCCTTTGTTAATT

G 

TGGGACACCCTGAGCCTGCCTCG 

 R CTAGGGATAACAGCACCTTGG

TC 

 

Rplp0 F GGGCATCACCACTAAAATCTC

CA 

ACCATTGAAATCCTGAGCGATGTGC

AGCT 

 R TCCCACCTTGTCTCCAGTCTTT

A 

 

 

F: forward primer, R: reverse primer  

The data is cited from our previous report (PLoS One. 9, e102073 (2014), Table 1). 

 

6. ウエスタンブロット解析 

ラメルテオンを INS-1細胞に 14時間処置した後、プロテアーゼ阻害剤カクテル（Sigma-Aldrich）

を含む細胞抽出バッファー（Invitrogen）を加えて、ホモジナイズした。細胞ライセートの不溶性

画分を遠心（15,000 × g、20 分）によって除去し、上清中の蛋白質濃度を bicinchoninic acid protein 

assay kit（Pierce, Hercules, CA）を用いて測定した。ビストリスゲル（4–12%）の各ウェルに細胞
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ライセートを各 10 µg ずつ入れ、SDS−ポリアクリルアミドゲル電気泳動を行った。その後、PVDF

膜（Invitrogen）に蛋白質を転写し、Can Get Signal Immunoreaction Enhancer solution（Toyobo, Osaka, 

Japan）で希釈した anti-NR1D1 antibody（AB40523, 1:600; Abcam, Cambridge, UK）、anti-β-actin 

antibody（A-5441, 1:10,000; Sigma-Aldrich）によって、目的蛋白質を検出した。 

 

7. データ解析 

結果は平均値±標準誤差で表した。図は 2 回以上独立して実施した試験の代表結果を示す。す

べての統計計算は SAS software（SAS Institute, Cary, NC, USA）を用いて行った。処置時間の違い

は二元配置分散分析を行った後、ダンネット多重比較検定により有意差を検定し、有意水準を P < 

0.05 とした。濃度依存性試験における各濃度処置群と対照群との比較は、片側ウィリアム検定を

行い、有意水準を P < 0.025 とした。 
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【結果】 

本試験ではラット膵島細胞と同様、MT1受容体の発現が報告されている INS-1 細胞を使用した 

[78, 79]。ラメルテオンの処置時間依存的な cAMP シグナルの変化を調べるため、ラメルテオン処

置中およびその除去後のリン酸化 CREB レベルを検討した。これまでの報告から、短時間（0.5–4

時間）のメラトニン処置は、cAMP シグナル（リン酸化 CREB および cAMP response element を介

した遺伝子発現）を阻害することが分かっている [58, 79]。さらに長時間の変化を検討するため、

処置時間を 14 時間まで延長した。ラメルテオンを 2–14 時間処置している間、リン酸化 CREB レ

ベルは用量依存的かつ持続的に低下し、2 時間処置群と 14 時間処置群との間に顕著な差はなかっ

た（Fig. 11A、B）。第 2 章で述べた M-II やすでに報告されているメラトニンと同様、ラメルテオ

ン処置後に細胞を洗浄し、フォルスコリン刺激することによって sensitization、すなわちフォルス

コリンによるリン酸化 CREB 増加の増強作用が観察された（Fig. 11C、D）。その増強作用は処置

時間が長いほど、また濃度が高いほど顕著であった（Fig. 11D）。 

 

Fig. 11. Duration-dependent changes in CREB phosphorylation during ramelteon treatment and 

after washout.  

(A) INS-1 cells were treated with ramelteon (10 nM) for 2, 4, 8, or 14 h. (B) Concentration-dependent 

decreases in CREB phosphorylation were assessed after ramelteon (0.1–100 nM) treatment for 2 and 14 h. 

(C) After ramelteon (10 nM) treatment for 2, 4, 8, or 14 h, the cells were washed twice and stimulated with 

forskolin (0.1 µM) for 30 min in the absence of ramelteon. (D) Concentration-dependent potentiation of 

forskolin-stimulated CREB phosphorylation was assessed after ramelteon (0.1–100 nM) treatment for 2 and 

14 h. Values are expressed as the ratio of phosphorylated CREB to total CREB in the vehicle-pretreated 
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control (100%). Data are presented as means ± SEM (n = 3) and were analyzed using 2-way analysis of 

variance followed by Dunnett’s test. 
***

P < 0.001, 2 h treatment vs. 14 h treatment; 
#
P < 0.05, 

##
P < 0.01, 

###
P < 0.001 vs. vehicle-pretreated control. The data is cited from our previous report (PLoS One. 9, 

e102073 (2014), Fig. 1). 

 

ラメルテオン誘発 sensitizationにおけるメラトニン受容体および cAMPシグナルの関与を明らか

にするため、ラメルテオン添加時にメラトニン受容体拮抗薬ルジンドールもしくはフォルスコリ

ンを同時処置した。ルジンドールとフォルスコリンは共にラメルテオンによる sensitization を阻害

した（Fig. 12A）。さらにアデニル酸シクラーゼ阻害剤 2′, 5′-dideoxyadenosine および PKA 阻害剤

H89 を 14 時間処置した際、同様の sensitization が観察され、その作用は処置時間が長いほど明確

であった（Fig. 12B）。これらの結果から、ラメルテオンによる sensitization はメラトニン受容体

を介した cAMP シグナルの阻害に起因していると考えられた。 

 

Fig. 12. Blockade of ramelteon-induced potentiation of CREB phosphorylation by luzindole and 

forskolin.  

(A) INS-1 cells were incubated with ramelteon (5 nM) in the absence or presence of luzindole (15 µM) or 

forskolin (0.1 µM) for 14 h. After drug washout, the cells were subjected to a second round of forskolin 

stimulation (0.1 µM) for 30 min. (B) INS-1 cells were incubated with 2′,5′-dideoxyadenosine (10 or 100 

µM) and H89 (1 or 10 µM) for 2 or 14 h. After drug washout, the cells were stimulated with forskolin (0.1 

µM) for 30 min. Values are expressed as the ratio of phosphorylated CREB to total CREB in the 

vehicle-pretreated control (100%). Data are presented as means ± SEM (n = 3–6) and were analyzed using 

2-way analysis of variance followed by Dunnett’s test. 
***

P < 0.001 vs. ramelteon-pretreated control; 
###

P < 

0.001 vs. vehicle-pretreated control; 
$$$

P < 0.001, 2 h treatment vs. 14 h treatment. The data is cited from 

our previous report (PLoS One. 9, e102073 (2014), Fig. 2). 

 

cAMP はインスリン分泌に関与する最も重要なシグナル分子のひとつであり、INS-1 細胞におけ

る細胞内 cAMP の分解阻害や細胞外への cAMP 流出阻害は、インスリン分泌を増加させることが

報告されている [80]。処置時間依存的な細胞機能の変化を調べるため、リン酸化 CREB 試験と同

様の試験デザインを用いて、INS-1 細胞からのインスリン分泌を測定した。2 および 14 時間のラ

メルテオン処置は共にインスリン分泌量を有意に低下させた（Fig. 13A）。また、ラメルテオンの
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14 時間処置群は 2 時間処置群よりも顕著にインスリン分泌量が低かった。さらに、14 時間処置群

においてのみ、ラメルテオン除去後のフォルスコリン誘発インスリン分泌が増強された（Fig. 13B）。

この sensitization はルジンドールによって阻害された（Fig. 13C）。リン酸化 CREB の結果を併せ

て考えると、ラメルテオンはメラトニン受容体を介して長時間（14 時間）cAMP シグナルを持続

的に阻害することが可能であり、その結果、除去後の著しい sensitization を引き起こすことが示唆

された。 

 

Fig. 13. Duration-dependent changes in insulin secretion during ramelteon treatment and after drug 

washout.  

(A) INS-1 cells were treated with ramelteon (0.1–100 nM) for 2 or 14 h. (B) After ramelteon treatment for 

2 or 14 h, the cells were washed twice and stimulated with forskolin (10 µM) for 2 h in the absence of 

ramelteon. (C) The cells were incubated with ramelteon (10 nM) in the absence or presence of luzindole 

(30 µM) for 14 h. After drug washout, the cells were stimulated with forskolin (10 µM) for 2 h. Values are 

expressed as the percentage of the vehicle- (A) or forskolin (10 µM; B and C)-stimulated insulin release in 

vehicle-pretreated controls. Data are presented as means ± SEM (n = 6) and were analyzed using 2-way 

analysis of variance followed by Dunnett’s test. 
***

P < 0.001, 2 h treatment vs. 14 h treatment; 
##

P < 0.01, 

###
P < 0.001 vs. vehicle-pretreated control; 

&&&
P < 0.001, luzindole group vs. vehicle group; 

$$$
P < 0.001 

vs. ramelteon-pretreated control. The data is cited from our previous report (PLoS One. 9, e102073 (2014), 

Fig. 3). 

 

cAMP シグナルを介した CREB の活性化は概日時計遺伝子の発現制御に関与している [81, 82]。

そこで、前述のリン酸化 CREB 試験の結果に基づき、ラメルテオンおよびフォルスコリンによる

7 つの時計遺伝子（Rev-erbα、Bmal1、Clock、Per1、Per2、Cry1、Cry2）の mRNA 発現変動を検討

した。ラメルテオンはRev-erbαのmRNA発現を処置時間および用量依存的に増加させた（Fig. 14A、

15A）。一方、ラメルテオンは Bmal 1 の発現を徐々に低下させ、これは Rev-erbα が転写抑制因子

として Bmal1 の mRNA 発現を直接抑制することと一致している（Fig. 14A、15B）[83]。これらと

は対照的に、Per1 と Per2 の発現はラメルテオン添加後、急激に低下した。また、Per1 の発現は処

置 14 時間後までに回復し、Per2 の発現に関してはむしろ増加した（Fig. 14C、15D および E）。

Clock の発現はラメルテオンによってほとんど変化しなかった（Fig. 14A、15C）。報告されてい



43 

 

る下垂体隆起部におけるメラトニンの作用とは異なり、INS-1 細胞ではラメルテオンによって

Cry1、Cry2 の発現が増加せず、むしろ減少させる傾向にあった（Fig. 14C、15F および G)。興味

深いことに、フォルスコリンによる時計遺伝子発現変動は、ラメルテオンとほぼ反対の変動パタ

ーンを示した（Fig. 14B および D）。以上の結果から、ラメルテオンは濃度、処置時間依存的に

時計遺伝子群の mRNA 発現を変動させ、このような作用は cAMP シグナル経路を介している可能

性が示唆された。 

 

Fig. 14. Duration-dependent changes in ramelteon-induced clock gene expression. INS-1 cells were 

treated with ramelteon (A and C; 10 nM) and forskolin (B and D; 0.1 µM) for 2, 4, 8, and 14 h.  

mRNA expression of Rev-erbα, Bmal1, Clock, Per1, Per2, Cry1, and Cry2 was assessed using TaqMan 

polymerase chain reaction and normalized to that of the housekeeping gene cyclophilin A. Values are 

expressed as a percentage of the vehicle-treated control at each time point. Data are presented as means ± 

SEM (n = 4). The data is cited from our previous report (PLoS One. 9, e102073 (2014), Fig. 4). 
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Fig. 15. Concentration-dependent changes in ramelteon-induced clock gene expression. INS-1 cells 

were treated with ramelteon (1, 10, or 100 nM) for 2 or 14 h.  

mRNA expression of Rev-erbα (A), Bmal1 (B), Clock (C), Per1 (D), Per2 (E), Cry1 (F), and Cry2 (G) was 

assessed using TaqMan polymerase chain reaction and normalized to that of the housekeeping gene 

cyclophilin A. Values are expressed as a percentage of the vehicle-treated control. Data are presented as 

means ± SEM (n = 4) and were analyzed using 2-way analysis of variance followed by Dunnett’s test. 
***

P 

< 0.001, 2 h treatment vs. 14 h treatment; 
#
P < 0.05, 

##
P < 0.01, 

###
P < 0.001 vs. vehicle-treated control. The 

data is cited from our previous report (PLoS One. 9, e102073 (2014), Fig. 5). 

 

 Rev-erbα は sterol regulatory element-binding protein 1c（Srebp-1c）などが関与する肝脂質代謝を制

御しており、Rev-erbα 作動薬は肝臓における脂質やコレステロール合成を阻害する [69, 84]。さら

に Rev-erbα は膵島 α、β 細胞において、それぞれグルカゴン、インスリンの分泌を制御すること

が示されている [85, 86]。そこで、ラメルテオンによる Rev-erbα 発現増加に着目し、ラメルテオ

ンによる Rev-erbα シグナルの活性化を調べた。まず、14 時間ラメルテオン処置後の Rev-erbα 蛋

白質量およびその下流シグナルの変化を検討した。ウエスタンブロット解析からラメルテオンは

濃度依存的に Rev-erbα 蛋白質を増加させた（Fig. 16A）。同様に、Rev-erbα の過剰発現もしくは

活性化によって減少すると報告されている 3 遺伝子（peroxisome proliferator-activated receptor γ 

coactivator（PGC-1α）、Srebp-1c、fatty acid synthase（FAS））の mRNA 発現変化を調べた [84, 87]。
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ラメルテオンは PGC-1α の発現を著しく低下させ、また Srebp-1c、FAS の発現をわずかながら減

少させた（Fig. 16B–D）。さらにラメルテオンは 14 時間前処置により Rev-erbα 作動薬 GSK4112

によるインスリン分泌増加を促進した（Fig. 16E）。これらの結果から、ラメルテオンの長時間処

置は Rev-erbα シグナルを増強することが示唆された。 

 

Fig. 16. Activation of Rev-erbα signaling by ramelteon treatment for 14 h. INS-1 cells were treated 

with ramelteon (1, 10, or 100 nM) for 14 h.  

(A) Expression levels of Rev-erbα protein were detected by western blot analysis. (B–D) Expression of 

Rev-erbα-regulated genes (PGC-1α, Srebp-1c, and FAS) was measured using TaqMan polymerase chain 

reaction and normalized to that of the housekeeping gene cyclophilin A. (E) After ramelteon (10 or 100 

nM) treatment for 14 h, the cells were washed and stimulated with the Rev-erbα agonist GSK4112 (10 µM). 

After 30 min, the amount of insulin secretion was measured. Data are presented as means ± SEM (A, n = 3; 

B–D, n = 4; E, n = 6) and were analyzed using Williams’ test (A–D) or 2-way analysis of variance followed 

by Dunnett’s test (E). 
&

P < 0.025 vs. vehicle-treated control; 
***

P < 0.001, vehicle vs. GSK4112 treatment; 

##
P < 0.01, 

###
P < 0.001 vs. GSK4112-treated control. The data is cited from our previous report (PLoS One. 

9, e102073 (2014), Fig. 6). 
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 ラメルテオンによる Rev-erbα、Bmal1 の発現変動において、メラトニン受容体の下流 cAMP シ

グナル経路の関与を明らかにするため、ラメルテオンとルジンドール、もしくはフォルスコリン

を 14時間同時処置した。ルジンドールおよびフォルスコリンは、共にラメルテオンによるRev-erbα、

Bmal1 の発現変動を阻害した（Fig. 17A–D）。ラメルテオンはメラトニン受容体下流の cAMP シ

グナルを介して、Rev-erbα、Bmal1 の発現を変動させているのであろう。また、同様にフォルスコ

リンはラメルテオンによる PGC-1α、Srebp-1C、FAS の発現抑制も阻害した（データ未掲載）。 

 

Fig. 17. Blockade of ramelteon-induced Rev-erbα expression by luzindole and forskolin.  

INS-1 cells were incubated with ramelteon (A and B, 5 nM; C and D, 10 nM) in the absence or presence of 

luzindole (A and B, 15 µM) or forskolin (C and D, 0.1 µM) for 14 h. mRNA expression of Rev-erbα and 

Bmal1 was measured using TaqMan polymerase chain reaction and normalized to that of the housekeeping 

gene cyclophilin A. Values are expressed as a percentage of vehicle-treated controls. Data are presented as 

means ± SEM (n = 4–6) and were analyzed using 2-way analysis of variance followed by Dunnett’s test. 

**
P < 0.01, 

***
P < 0.001 vs. vehicle-pretreated group; 

###
P < 0.001 vs. ramelteon-pretreated control. The 

data is cited from our previous report (PLoS One. 9, e102073 (2014), Fig. 7). 

 

 前述したようにげっ歯類の下垂体隆起部において、メラトニンは cAMP シグナルの sensitization

に依存して、Per1 の周期的発現を誘発することが報告されている [59]。したがって、INS-1 細胞

においてもメラトニン受容体作動薬は時計遺伝子の周期的発現を誘導する可能性がある。この仮

説を検証するため、10 nM のラメルテオンを短時間（2 時間）もしくは長時間（14 時間）処置お

よび洗浄後、時計遺伝子発現を経時的に 48 時間測定した。培養細胞においてフォルスコリンが時

計遺伝子の周期的発現を誘導する知見に基づき、本試験ではラメルテオン除去後にグルコースを
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含まない培地で 1.5 時間培養してから、フォルスコリン（0.1 μM）と高グルコース（12 mM）によ

る刺激を用いた [82, 88]。ラメルテオンの長時間処置群は短時間前処置群と比べ、Rev-erbα と

Bmal1 の周期的発現の変動幅を大きくした（Fig. 18A および B）。これとは対照的に、Clock の発

現は処置時間の違いによる差が小さかった（Fig. 18C）。フォルスコリンと高グルコース刺激直後、

Per1 の発現が誘導され、ラメルテオンの長時間前処置によりその発現は増強された（Fig. 18D）。

以上から、ラメルテオンの長時間前処置はその除去後において Rev-erbα と Bmal1 の周期的発現を

増大することが示された。 

 

Fig. 18. Time course of clock gene expression after ramelteon pretreatment followed by forskolin and 

high glucose stimulation.  

INS-1 cells were pretreated with ramelteon (10 nM) for 2 h or 14 h (A–D). After the washout period, the 

cells were stimulated with forskolin (0.1 µM) and high glucose (12 mM) for 1.5 h. Following removal of 

the stimulant, the cells were incubated in a serum-free medium for 0–48 h. Clock gene expression was 

assessed by TaqMan polymerase chain reaction and normalized to that of the housekeeping gene 

cyclophilin A. Values are expressed as the percentage of vehicle-stimulated controls at 0 h after stimulant 

removal. Data are presented as means ± SEM (n = 3) and were analyzed using 2-way analysis of variance 

followed by Dunnett’s test. 
#
P < 0.05, 

##
P < 0.01, 

###
P < 0.001 vs. 2 h-pretreated control at each time point. 

The data is cited from our previous report (PLoS One. 9, e102073 (2014), Fig. 8). 
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【考察】 

 本章において、著者は INS-1 細胞におけるラメルテオンの処置時間依存的な細胞内シグナルの

変化を見出した。このような変化には cAMP シグナル経路が関与していた。ラメルテオンを処置

している間、リン酸化 CREB やインスリン分泌などの cAMP シグナルが持続的に抑制された。一

方、ラメルテオン除去後、cAMP シグナルの sensitization が前処置時間に比例して生じた。また、

ラメルテオンは処置時間依存的に時計遺伝子の発現を変動させた。特に Rev-erbα の発現はラメル

テオンの長時間処置により増加し、下流のシグナルも促進された。さらにラメルテオン除去後、

フォルスコリンと高グルコース刺激による Rev-erbα および Bmal1 の周期的変動が促進された。 

 ラメルテオンはリン酸化 CREB レベルを持続的に低下させてが、その低下の程度（約 10%）は

小さかった（Fig. 11B）。その原因として、使用した INS-1 細胞のメラトニン受容体の発現量が低

いことや、本試験の条件（低い血清濃度、フォルスコリン刺激なし）ではアデニル酸シクラーゼ

の活性が低いためと推定される。事実、第 2 章の Fig. 9C で記載したようにフォルスコリン誘発リ

ン酸化 CREB の増加に対して、ラメルテオンは最大 40%程度減少させた。ヒト MT1 受容体発現

CHO 細胞とは異なり、INS-1 細胞におけるラメルテオン誘発 sensitization は、ラメルテオン除去お

よび洗浄直後から観察された（Fig. 11C）。これはラメルテオンのラット MT1 受容体に対する親

和性が、ヒト型とは異なり、メラトニンと同等以下であるため（第 2 章 Table 8 参照）、受容体

解離速度が速く、速やかに sensitization が生じたのであろう。ラメルテオンはメラトニンの既知報

告と同様、前処置時間および濃度に依存した cAMP シグナルの sensitization を引き起こしたが、そ

の作用はかなり広い処置時間（2–14 時間）、濃度範囲（0.1–100 nM）にわたって比例することが

分かった。sensitization の機序は明らかになっていないが、ラメルテオンとフォルスコリン、もし

くはルジンドールとの同時処置試験から、メラトニン受容体の下流である cAMP 経路を介して、

ラメルテオンによる sensitization が生じていることが示唆された（Fig. 12A）。INS-1 細胞におけ

る MT1受容体のノックダウンはメラトニン誘発 sensitization を消失させるとの報告から、本試験

におけるラメルテオンの sensitization も MT1受容体を介していると考えられる [67]。また、PKA

阻害剤、アデニル酸シクラーゼ阻害剤を用いた試験結果から、PKA もしくはその下流分子がラメ

ルテオンの sensitization に関与していると推測される（Fig. 12B）。ただし、ラメルテオンは高濃

度（100 nM）においても cAMP シグナルを持続的に抑制したことから、κ-opioid 受容体を介した

sensitization とは異なり、受容体の脱感作は関与しないであろう [89]。 

INS-1 細胞において、ラメルテオンは今回選択した 7 つの時計遺伝子群のうち、特定の mRNA

発現にのみ、処置時間に依存した発現変動を誘導した。Per1、Per2 の発現はラメルテオン処置 2

時間後に顕著に低下するが、14 時間処置後には Per1 の発現はコントロール群のレベルまで回復し、

Per2 の発現はやや増加した。Per1、Per2 の転写は CREB によって活性化されることから、ラメル

テオンのリン酸化 CREB 低下作用によって、Per1、Per2 の発現は処置 2 時間後に低下したと考え

られる [81]。14 時間処置の間、リン酸化 CREB のレベルは持続的に低下していたことを考慮する

と、8 時間処置の間に CREB に対して拮抗作用を示す inducible cAMP early repressor が誘導され、

Per1、Per2 の発現抑制を阻害したと推測される [90]。さらに、Rev-erbα、Bmal1 の発現は 2 時間

と 14 時間処置群の間で明確に異なった。興味深いことに、Rev-erbα の発現は処置時間に比例して

増加した。メラトニンは下垂体隆起部の Rev-erbα 発現を急激に変動させず、その位相を調節する
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ことが報告されているが、処置時間依存的な Rev-erbα の発現変動を考慮すると、このような現象

を説明できるかもしれない [91]。Rev-erbα の転写は Clock/Bmal1 による活性化と Per/Cry によるト

ランス抑制によって制御され、その結果 Rev-erbα の概日振動が生じる [69]。本研究では、Bma1

の発現が低下し、Clock の発現は変化しなかったことから、Clock/Bmal1 複合体は増加していない

と推測される。そのため、ラメルテオンによる Rev-erbα 発現制御の機序は不明であるが、フォル

スコリン単独、ラメルテオンとフォルスコリンもしくはルジンドールとの同時処置試験から、メ

ラトニン受容体の下流にある cAMP シグナル経路の関与が示唆されている（Fig. 14、17）。今後、

cAMP シグナルがどのように Rev-erbα を抑制するか明らかにしていく必要があろう。 

これまでの複数の報告から、メラトニンによる Rev-erbα の周期的発現変動への作用が知られて

いる [77, 91, 92]。メラトニンの産生、分泌組織である松果体除去を除去すると、ラット下垂体隆

起部における Rev-erbα の周期的発現が消失する [77]。ただし、SCN においては Rev-erbα の周期

的発現が変化しない。また、このような下垂体隆起部における変化はメラトニンの飲水投与によ

って部分的に回復する。一方、メラトニン受容体ノックアウトマウスの研究から、MT1 もしくは

MT2受容体の欠失により、膵臓における Rev-erbα 発現が増加し、MT1受容体欠失ではさらにその

位相も前進することが分かっている [93]。これらのことから、メラトニンシグナルの Rev-erbα の

概日発現に対する作用は、各組織によって大きく異なることが示唆されている。メラトニンは in 

vitro において細胞種によって異なる時計遺伝子発現変動を誘導するが、これが組織依存性を生む

のかもしれない [71]。本研究で用いた INS-1 細胞においては、ラメルテオンを長時間前処置する

ことにより、フォルスコリン、高グルコース刺激で誘発される Rev-erbα、Bmal1 の周期的発現の

振幅が増幅された（Fig. 18）。一方、Per1 の発現は急速かつ一過性に増加した。血清刺激と同様

にフォルスコリン刺激は、個々の細胞における時計遺伝子発現を同調させることによって、時計

遺伝子の周期的発現を増幅する [82, 88]。ラメルテオンによる cAMP シグナルの sensitization は、

このような同調作用に寄与し、Rev-erbα、Bmal1 の周期的発現の振幅を増幅した可能性がある。ま

た、前述した下垂体隆起部と同様、ラメルテオン前処置による Per1 の発現増加も sensitization が

起因しているかもしれない [59]。加えて、Per1/Per2 変異マウスでは Rev-erbα の概日発現が減弱し

ていることから、Per1 の一過的発現誘導が Rev-erbα の周期的発現に影響していることも考えられ

る [83]。 

 Rev-erbα は各組織において概日発現する重要な代謝調節因子であり、概日シグナルを代謝、炎

症制御反応に、またその逆方向にシグナルを変換する分子である [69]。Vieira らは膵島や MIN-6

細胞において、siRNA によって Rev-erbα 発現を低下させることにより、グルコース誘発インスリ

ン分泌や細胞増殖などの β 細胞機能が障害されることを報告している [85]。よって、ラメルテオ

ンによる Rev-erbα 発現誘導は β 細胞機能を亢進すると推定される。このような仮定と一致して、

ラメルテオンは Rev-erbα 作動薬によるインスリン分泌を促進し、Rev-erbα の下流遺伝子として

報告されている Bmal1、PGC-1α、Srebp-1c、FAS 発現を低下させた（Fig. 15、16）。Rev-erbα に

よる Srebp-1c、FAS 発現制御は間接的であるため、ラメルテオンによるこれら遺伝子への作用が

Bmal1 や PGC-1α に比べて小さかったと推測される。興味深いことに下垂体隆起部では、メラト

ニンはその作用持続時間の情報を Cry1 の急激な発現誘導と sensitizationによる Per1 発現誘導によ

って変換し、甲状腺刺激ホルモンの発現を制御することが提唱されている [75]。同様に Rev-erbα
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はメラトニンシグナルの作用持続時間の情報を β細胞機能に変換するのかもしれない。 

メラトニンの反応性が INS-1 細胞と膵島で類似しているという知見（フォルスコリンに対する

sensitization やインスリン分泌作用など）に基づき、本研究では内在性 MT1受容体を発現する膵島

のモデルとして INS-1 細胞を使用した。しかしながら、時計遺伝子発現制御については両細胞間

で異なっている可能性がある。事実、INS-1 細胞における各時計遺伝子の相対的発現量はげっ歯

類の膵島とは異なっていた。INS-1 細胞では Per1、Clock の発現が最も高かった（データ未掲載）

のに対し、マウス膵島では Rev-erbα、Clock の高発現が報告されている [85]。そのため、膵島に

おいて、ラメルテオンによる時計遺伝子の変動をさらに検討する必要がある。 

 以上から、INS-1 細胞におけるメラトニンシグナルの作用持続時間は、cAMP シグナルが関与す

る時計遺伝子発現やインスリン分泌に影響を与えることが示唆された。 
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【総括】 

 本研究において、著者はラメルテオンとそのヒト主代謝物 M-II のメラトニン受容体に対する作

用を検討した後、MT1 受容体における各作動薬の作用持続時間の違いを明らかにした。さらに内

在性 MT1受容体を発現する INS-1 細胞において、持続的なメラトニン受容体刺激およびその除去

に伴う細胞内シグナルの変化を検討した。これらの検討結果から、以下の知見が得られた。 

 

1. ラメルテオンと M-II はヒト MT1、MT2受容体に対して高い親和性および作動活性を持ち、他

のメラトニン結合部位（Quinone reductase 2）や各種受容体、酵素などに対してはほとんど作

用しなかった。また、M-II はラメルテオン同様、ネコにおいて睡眠促進作用を示した。すな

わち、ラメルテオンと M-II は MT1/MT2受容体選択的作動薬であり、M-II の作動活性はラメル

テオンより低いが、メラトニン受容体作動薬としてラメルテオンの薬効に一部寄与しうるこ

とが示唆された。 

 

2. ヒト MT1受容体発現 CHO 細胞において、ラメルテオンは 2 時間処置後に除去しても持続的な

作動活性を示したが、M-II の作動活性は速やかに消失した。また、作動薬除去後の残存活性

と脱感作の程度および脂溶性とは相関しなかったが、受容体解離速度とは強い相関性が見ら

れた。つまり、ラメルテオンと M-II は細胞レベルにおいて異なる作用持続時間を持ち、受容

体解離速度がラメルテオンの作用持続性に関与することを示している。 

 

3. 内在性 MT1受容体を発現するラット膵β細胞株 INS-1 細胞において、ラメルテオンは長時間

処置している間、リン酸化CREBやインスリン分泌などの cAMPシグナルを持続的に抑制し、

処置時間依存的に時計遺伝子の発現を変動させた。ラメルテオン除去後、処置時間の長さに

応じて cAMP シグナルの sensitization が生じ、インスリン分泌および Rev-erbα、Bmal1 の周期

的発現変動が促進された。つまり、INS-1 細胞におけるメラトニンシグナルの作用持続時間は、

処置中のみならず、処置後においてもβ細胞機能に大きな影響を及ぼす因子であることが示

唆された。 

 

以上の結果から、ラメルテオンはその遅い受容体解離速度により、M-II は長く高い血中濃度に

より、共に MT1受容体に対して持続的な作用を発揮する可能性が示された。また、このような持

続的な作用は薬剤処置中だけでなく、薬剤除去後の細胞内シグナルにも影響しうることが示唆さ

れた。これらの作用持続性に関する知見は、in vivo におけるラメルテオンの薬効の理解や２型糖

尿病などの新たな適応症を検討するうえで有益である。 
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