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第 1 章 緒言 

 

本論文の構成 

 

本論文では第 1 章において、マグネシウムの研究の歴史、物理化学的特性に関して述べる。次に生

体における Mg2+の取り込み機構に関して述べ、中枢神経系まで輸送されるメカニズムに関して議論する。

また、Mg2+の生理学的な役割と Mg2+が関わる神経系の疾患に関しても議論する。そして最後に生体試料

における Mg2+測定方法に関して議論する。 

 

第２章において一酸化窒素による細胞内 Mg2+動員とそのメカニズムに関して明らかにしたことを

述べ、生体内におけるその役割に関して議論する。 

 

第 3 章においては通常の神経活動における Mg2+動員とそのメカニズムに関して明らかにしたこと

を述べ、生体内におけるその役割に関して議論する。 

 

最後に、第 4 章では第 2 章、第 3 章の結果を詳細に考察し、今後の展望を述する。 
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1.1 マグネシウム 

1.1.1 マグネシウム研究の歴史 

マグネシウムの語源は古代ギリシアにマグネシアという地方があり、その地域で採れる白マグネ

シウム（magnesium alba）と呼ばれていた物質が種々の病気の治療に有効であるとされていた。その白

マグネシウムの中にマグネシウムが含まれており、それにちなんでマグネシウムと名付けられたとされて

いる（糸川ら、1995 年）。1618 年に発見されたロンドンの南の村エプソム（Epsom）の鉱泉の水は、傷

を治し、便秘を防ぐ作用があり、その水を蒸発させて生じた塩はエプソム塩として名付けられ薬用として

利用されていた。このエプソム塩には硫酸マグネシウムが多く含有していたと考えられている。1755 年ス

コットランド人の Joseph Black によって MgO は CaO とは異なる物質であることが認識され（Black, 

1796）、1808 年にイギリスの Davy によって Mg は初めて単離された（Davy, 1808; Witte, 2010）。

1920 年アメリカの化学者 Denis は血漿中に Mg が含有されていることを見出した（Denis, 1922）。1926

年、フランスの Leroy によってマウスの成長に Mg が必要であることが示され（Leroy, 1926）、生体にお

ける Mg2+の重要性が認識された。 
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1.1.2 マグネシウムの物理化学的特性 

マグネシウム（Mg）は周期表において 12 番目、アルカリ土類金属に分類される。Mg には 24Mg、

25Mg、26Mg の 3 種類の安定同位体が存在し、その大半は 24Mg（78.99%）である。比分子量 24.305 Da、

融点 648.8℃、沸点 1,090℃である。Mg2+は水に溶けやすく、海水においては 2 番目に多い陽イオンであ

る。Mg2+のイオン半径は比較的小さいが（Mg：0.86Å、Ca：1.14 Å）、水に溶けると多くの水分子と結

合する（Mg：6–7 分子、Ca、Ba：１–２分子）。水和状態において、Mg2+は 2 個の水和殻をもち、水和状

態の半径は非水和状態の～400 倍と大きく、他のイオン（Na+、K+、Ca2+）と比べても大きい（Ca2+の場

合 28 倍）。また、水分子の交換速度は他のイオンに比べ遅い（Wolf and Cittadini, 2003）。これらの物理

化学的特性によって水中では Mg2+は同じ二価の陽イオンである Ca2+よりも安定である（Wolf and 

Cittadini, 2003）。Mg2+はチャネルやトランスポーターを通る際に、脱水される必要がある。しかし脱水

にも Ca2+よりも Mg2+のほうが必要とするエネルギーは大きい。（de Baaij et al., 2015；Sigel and Sigel, 

1990）。したがって、Mg2+の輸送に関わるシステムは他のイオンの輸送システムとは異なる可能性がある。

この共通の課題を達成する必要があることが、原核生物、真核生物にわたって Mg2+輸送分子が類似してい

る理由であると考えられている（Sigel and Sigel, 1990）。 

細胞内において、Mg2+は Ca2+だけではなく、プロトン（H+）やアミン（-NH2+）とも競合する。

リン酸基（phosphate group）の pKa は 6.5 程度のため、pH が 6.0 程度まで下がると、Mg2+はアデノシ

ン三リン酸（Adenosine-5'-triphosphate; ATP）から離れ、Mg 依存的な反応に影響を与える（Pasternak 

et al., 2010）。 

Mg・ATP + H+ ⇄ H・ATP + Mg2+ 

ニッケル（Ni2+）は Mg2+と最も物理化学的性質（大きさや水分子の交換速度）が似ている金属

であるが、生体内において微量であること、酸素ドナーよりも窒素ドナーと結合しやすい性質があること

によって Mg2+と競合することはない。その他の Mg2+と似た物理化学的性質を持つ金属であるマンガン

（Mn2+）やリチウム（Li2+）は Mg2+と置き換え可能である場合がある（Wolf and Cittadini, 2003）。 

 

図１–1 水和状態の Mg2+分子（Mg(H2O)6
2+） 



4 

 

（Pasternak et al., 2010） 

1.2 生体におけるマグネシウム 

1.2.1 生命の誕生と初期進化におけるマグネシウムの役割 

生命は約 38 億年前に海中で誕生し、長い時間を経て 4.2 億年前に植物が上陸したと考えられて

いる。生体に必須の元素は海水中濃度に高いものに多く Mg もその例外ではない。（１）生体のエネルギー

通貨 ATP 細胞内では Mg と錯体を形成していること、（２）植物細胞において光合成を担う葉緑素（クロロ

フィル）は中央のポリフィリン環に Mg を配していること、（３）解糖系やミトコンドリアにおける ATP 合

成に関わる酵素反応には Mg が必要であること、（４）Mg は DNA・RNA の構造の安定化に必要であるこ

となど、生命の誕生や初期進化のプロセスにおいても中心的な役割を果たしてきたことが予想される。こ

のようにマグネシウムは生命の根源的な反応と分子構造維持に重要な役割を担っている。表 1-1 に、様々

な動物種における Mg 濃度を示した。水棲無脊椎動物以外の陸上の無脊椎動物、脊椎動物において Mg 濃

度はほぼ一定であることがわかる（表 1-1）。 

 

表 1–1 海水、淡水および、生体における主なイオン組成 

 

Harris（1996）より一部改変 

  

Na K Ca Mg Cl

(mM) (mM) (mM) (mM) (mM)

Fresh Water

 (North America)

Marine Invertebrate

Starfish Asterias

Marine Vertebrate

Sculpin Myoxocephalus

Terrestrial Invertebrate

Cockroach Periplaneta

Freshwater Invertebrate

Crayfish Cambarus

Freshwater Vertebrate

Salmon Oncorhynchus

Terrestrial Vertebrate

Human Homo

Sea Water 470 10 10 54 548

0.230.210.520.040.39

487491210428

142 4 5 2 104

146 4 8 4 139

147 9 3 1 117

194 4 3 2 177

161 8 4 6 144
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1.2.2 生体におけるマグネシウム恒常性 

1.2.2.1 生体におけるマグネシウムの分布と代謝回転 

通常の成人の身体には約 1,000 mmol（22–26 g）のマグネシウムが含まれており、表 1－２に

その分布を示した。身体に存在する Mg の 50–60％が骨に存在しており、そのうちの 30％が血漿液と平

衡状態にあり、血漿中の Mg 濃度を一定に維持する Mg 貯蔵器官としての機能を果たしている

（Swaminathan, 2003）。そして、身体に存在する Mg のうち、約 20％は骨格筋（skeletal muscle）、

19％がその他の軟組織（soft tissue）、そして残りの 1％以下が血漿中に存在する（Swaminathan, 2003）。

健康なヒトの血漿Mg2+濃度は0.7–1.1 mMであり通常のMg2+濃度を保つために1日あたり男性420mg，

女性 320 mg の Mg2+を摂取することが推奨されている。食事によって摂取された Mg は小腸および大腸

によって吸収される。通常時は摂取量の～30-50%（約 100 mg/日）が吸収され、Mg 摂取量が低い場合、

吸収率は約 80%まで上昇する。小腸および大腸において吸収された Mg は血流によって全身に供給され

る。その後、腎臓で再吸収され残りの Mg は尿として排出される（約 100 mg/日）。腸における Mg 吸収

量は他のイオンと比較して厳密に制御されておらず、生体内 Mg 調節は主に腎臓における再吸収と排出の

メカニズムによって行なわれている（de Baaij et al., 2015）。ヒトにおける Mg の代謝回転（turnover）

の概要を示した（図１–２）。また、中枢神経系の間質を満たす脳間質液（brain interstitial fluid; ISF）は

脳血液関門（blood-brain barrier; BBB）によって脳内の毛細血管と隔てられており、血液脳関門によっ

て神経細胞やグリア細胞の細胞外液の構成要素は厳密に制御されている。また、脳室および、くも膜下腔

を満たす脳脊髄液（cerebrospinal fluid）は血液髄液関門（blood-CSF barrier; BCB）によって区画化さ

れており、CSF 中の Mg 濃度は血漿中より高い（Bradbury et al. 1972）。また、CSF と脳間質液の間の物

質輸送はあまり制限されていないため、一般に CSF と脳間質液の組成は類似していると考えられている

（Reiber, 2003; Sharma, 2003, pp.362）。そのため中枢神経系を構成する細胞は他の細胞よりも高い

Mg 濃度環境にいる。 

 

 

表１–2 ヒトの組織における Mg の分布 

 

Swaminathan (2003)より 

 

  

Tissue
Weight

(Kg wet wt)

Concentration

(mmol/Kg wet wt)

Content

(mmol)

Content

(mg)
%  of total body

Serum 3 0.85 2.6 63.2 0.3

Red blood cells 2 2.5 5 122 0.5

Soft tissue 22.7 8.5 193 4690 19.3

Muscle 30 9 270 6560 27

Bone 12.3 43.2 530.1 12900 52.9

TOTAL 70 1000.7 24300 100
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図１–２ ヒトにおけるマグネシウムの代謝回転の概要 

de Baaij et al., 2015 より改変 

 

 

 

次に、小腸及び大腸における Mg の吸収、骨による血漿 Mg 濃度の調節、腎臓における Mg の再

吸収および排出のメカニズムと血液脳関門、血液髄液関門による中枢神経系の組織液中の Mg 調節機構に

関してそれぞれ述べる。 
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哺乳類の腸管における Mg 吸収のメカニズムは内皮細胞の間を受動拡散によって通過する細胞間隙短経路

（paracellular route）と能動輸送によって内皮細胞の中を通り抜ける経細胞輸送 transcellular transport）

の 2 種類が知られている。腸管における Mg 吸収の 80–90％は細胞間隙短経路（paracellular transport）

を介した受動輸送による吸収である。 

 

1.2.2.2 小腸における Mg2+吸収 

小腸における Mg2+吸収は、腸管の管腔側における（１）Mg 濃度と線形相関を示すこと（Karbach 

and Rummel, 1990; Quamme , 2008）、（２）小腸の上皮細胞（epithelial）には Mg2+チャネル TRPM6

が発現していないこと（Groenestege et al., 2006）より、細胞間隙短経路（paracellular route）を介し

た受動的なものであると考えられている（de Baaij et al., 2015）。胃と小腸をつなぐ消化管である十二指

腸（duodenum）では、小腸の管腔側の電位は内皮細胞をはさんだ基底側に対して低く、Mg はわずかに排

出されている（Partridge, 1978）。空腸（late jejunum）や回腸（ileum）などの小腸のより遠位の部位に

おいては、管腔内の Mg2+濃度は高く、内皮細胞をはさんだ電位差は～15 mV となるため、受動輸送によ

る吸収が行なわれる（Fordtran, 1968）。この Mg2+取り込みの Km 値は 4-12 mM である(Milla et al., 

1979; Schweigel and Martens, 2000)。このことより、まず水分や NaCl が吸収されることによって間

腔内の Mg2+が濃縮されることによって初めて Mg2+吸収が起こると考えられている（de Baaij et al., 

2015）。小腸はタイトジャンクションを形成する claudins 1, 3, 4, 5 および 8 の発現が比較的低くいため

（Amasheh et al., 2011; Schweigel and Martens, 2000）、腸の中で最も paracellular transport によ

る輸送効率が高い部位である。Claudins 16 および 19 は Mg 輸送タンパク質であることが知られている

が、腸においては発現していない（Amasheh et al., 2011; Hou et al., 2008）。図１–３（左）に小腸に

おける Mg2+取り込み機構の概要を示した。 

 

1.2.2.3 大腸における Mg2+吸収 

盲腸（cecum）及び結腸（colon）における腸細胞（enterocyte）の腸間腔側には Mg チャネル

である transient receptor potential melastatin 6 （TRPM6）及び transient receptor potential 

melastatin 7（TRPM7）が発現しており、細胞内を通り抜ける経路（経細胞輸送：transcellular route）

による Mg 輸送が行なわれている。Transcellular transport は細胞内を通る輸送のため paracellular 

transport よりも厳密に制御されている。腸における TRPM6 の発現は盲腸と結腸に局在しており

（Groenestege et al., 2006; Lameris et al., 2013）、ラットにおいては吸収される全 Mg2+の 37%の

Mg2+がこの経路によって取り込まれていることがわかっている（Karbach, 1989）。最近のラットを用い

た研究によって、CNNM4 が Na+/Mg2+交換体として機能し、腸細胞（enterocyte）の基底側（basolateral）

への Mg2+排出（体内への取り込み）することがわかってきた（Yamazaki et al., 2013）。Cyclin And CBS 

Domain Divalent Metal Cation Transport Mediator 4（CNNM4）をノックアウトしたマウスでは低マグ

ネシウム血症が発症すること、CNNM4 を過剰発現した細胞においては Mg2+の排出が増加しているという

こともこの結果を支持している。しかし、CNNM4 に変異がある患者において低マグネシウム血症は見ら

れない（Parry et al., 2009; Polok et al., 2009）。これはヒトの CNNM4 変異状態において、Mg2+取り込
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みを補完する他のメカニズムの存在を示唆している。腸細胞において 1,25-dihydroxyvitamin D3 [1,25-

(OH)2D3]シグナル（カルシトリオール）1Ca2+の吸収を担う Ca2+チャネルの発現量を上昇させる（de 

Barboza et al., 2015）。しかし、[1,25-(OH)2D3]シグナルによって Mg2+の吸収を担う TRPM6 の発現量

は変化せず、取り込み量も変化しない（Groenestege et al., 2006; Karbach, 1989）。したがって Mg2+

吸収は Ca2+吸収とは異なり、ビタミン D の影響を受けないと考えられる。図１–３（右）に大腸における

Mg2+取り込み機構の概要を示した。 

 

 

図１–３ 小腸および大腸における Mg2+取り込み機構 

de Baaij et al., 2015 より改変 

 

 

  

                                                 

1 ビタミン D の一種 
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1.2.2.4 骨における Mg2+ 

生体の Mg2+量の約 50–60%は骨に貯蔵されている（de Baaij et al., 2015）。骨における Mg2+

は骨芽細胞（osteoblast）による骨の石灰化（bone mineralization）と溶骨細胞（osteoclast）による骨

の再吸収（bone resorption）の平衡によって維持されている。そのため、骨内の Mg2+貯蔵量は身体全体

に存在する Mg2+量の指標と捉えられる（Ferrè et al., 2012）。低マグネシウム血症は骨における金属イオ

ン密度の減少と関連しており、高マグネシウム血症は骨代謝の異常によって起こる無形成骨症（adynamic 

bone disease）のリスクファクターとなる（Ferrè et al., 2012）。 

骨において Mg2+はヒドロキシアパタイト結晶の表面に結合しており、Mg2+は骨芽細胞

（osteoblast）の増殖を誘導する。そのため、食事における Mg2+の不足は骨芽細胞の減少および骨重量の

減少をもたらす。また、Mg2+不足は tumor necrosis factor (TNF)-α、interleukin (IL)-1β、サブスタン

ス P（substance P）といった炎症誘発性（proinflammatory） のサイトカインの分泌を増加させる。こ

のサイトカイン分泌の増加は骨の再吸収が起こっていることを示唆している。これらの効果は、低マグネ

シウム血症による副甲状腺ホルモン（parathyroid hormone; PTH）、1, 25(OH)2D3（ビタミン D の一

種）の減少によってさらに増幅される。SPY（sex determining region Y）-box 9（SOX９）は生体内の

全ての軟骨組織に発現し、軟骨形成（chondrogenesis）において重要な転写因子としての機能を果たす。

Mg2+欠乏は SOX９の減少を引き起こし軟骨細胞（chondrocyte）によるカラム形成（column formation）

を抑制する。一方で、Mg2+摂取量の減少は SOX9 の活性を増加させることも知られている。 
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1.2.2.5 腎臓における Mg2+再吸収と排出 

腎臓において、1 日あたり約 2400 mg の Mg2+が糸球体（glomeruli）によってろ過されてお

り、ろ過された Mg2+の 10–25％が近位尿細管（proximal tubule; PT）、50–70％がヘンレ係蹄の太い上

行脚（Thick ascending limb of loop of Henle；TAL）、10％が遠位尿細管（Distal convoluted tubule；

DCT）によって吸収され、連結管（connecting tuble; DT）によって膀胱へと送られる。最終的に、糸球

体によってろ過された Mg2+の 95－99%（2300 mg）がネフロン（nephron）によって再吸収され、残り

の 100 mg が尿中に排出される。図１–４に腎臓における Mg2+再吸収と排出メカニズムの概要を示した。 

 

 

図１–４ 腎臓における Mg2+再吸収 

de Baaij et al., 2015 より改変 
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近位尿細管（proximal tubule）による Mg2+再吸収 

糸球体（Gloumeruli）において血漿中の Mg2+の 70%は透過する。そのため、近位尿細管の初

めのほうでは 0.5-0.7 mM の Mg2+が存在している（de Baaij et al., 2015）。そのうち~10-25％の Mg2+

がネフロン（nephron）の近位尿細管（proximal convoluted tubule）によって再吸収される（Le Grimellec 

et al., 1975; Quamme et al., 1978）。近位尿細管における Mg2+吸収は主に細胞間隙短経路（paracellular 

pathway）を介したものである。近位尿細管上流部位の上皮細胞を挟んだ基底側の電位は間腔側より 6 mV

低くなっており、わずかに排出側に傾いている。一方で、下流部位における電位差は 3 mV となっている

ため（KoKKo, 1973）、Mg2+はより下流部位において再吸収されている。吸収が起こるためには Aquaporin 

1（AQP１）による水分子の取り込みの結果、近位尿細管の Mg2+濃度が間質に比べて 1.9 倍以上に高くな

ることが必要であると考えられている（Le Grimellec et al., 1975）。一般には近位尿細管における Mg2+

吸収は主に paracellular pathway であると考えられているが、イオン輸送体阻害剤である amoloride の

影響を受ける Mg2+輸送が存在している（Ikari et al., 2002）。どちらの経路を介する場合においても Mg2+

取り込みには水分子の輸送、またそれに先行する Na+輸送が必要である。ホルモンによる Na+再吸収の調

節は間接的に Mg2+の再吸収を調節している可能性がある（de Baaij et al., 2015）。図１–５に近位尿細管

における Mg2+再吸収機構の概要を示した。 

 

 

図 1–5 近位尿細管（proximal tubule）による Mg2+再吸収 

de Baaij et al., 2015 より改変 
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ヘンレ係蹄の太い上行脚（Thick ascending limb of loop of Henle；TAL） 

多くのイオンが近位尿細管で再吸収される一方、Mg2+再吸収は主にヘンレ係蹄の太い上行脚

（thick ascending limb of loop of Henle; TAL）で行なわれる（Hoenderop et al., 2002; Lambers et 

al., 2006; Renkema et al., 2008）。その割合は腎臓における Mg2+再吸収の~50-70％に達する。TAL に

おける Mg2+再吸収は細胞間隙短経路（paracellular pathway）を介したものであり、間腔側の基底側に対

する正の電位（+10 mV）に依存している。この電位差は Na+-K+-2Cl−共輸送体（NKCC2）によるイオン

の取り込みと間腔側への K+排出によって形成されている（Greger and Velázquez, 1987）。その他にも

renal outer medullary potassium（ROMK）チャネルを介した K+排出と paracellular pathway を介し

た Na+の逆流が TAL における間腔側と基底側間の電位差を生成している（Mandon et al., 1993）。この細

胞間隙短経路（paracellular pathway）による Mg2+再吸収は tight junction のイオン透過性に依存してい

る。タイトジャンクションの主要な構成要素は claudin ファミリーであり、現在ヒトにおいて 26 種類の

claudin が発見されており（Günzel and Alan, 2013）、TAL においては claudin 3, 10, 11, 14, 16, 19

が発現している。特に、claudin 16, 19 の変異は腎臓において Mg 欠乏になるため、claudin 16, 19 は

Mg2+透過性に影響を与えるものと考えられている（Konrad et al., 2006）。このように claudin 16 は細

胞間隙短経路（paracellular pathway）における Mg2+チャネルとして考えられているが、claudin 16 は

Na+の透過性も増加させる（Himmerkus et al., 2008; Hou et al., 2008; Shan et al., 2009）。そのた

め、claudin 16 は TAL における Na+を逆流させることによって間腔側と基底側間の電位差を生成し、間接

的に Mg2+取り込みに関わっている可能性がある（de Baaij et al., 2015）。claudin 19 に関してはほとん

ど研究がされていない。claudin 19 のノックダウンマウスにおいて尿中 K+、Mg2+、Ca2+の増加、血漿中

の Mg2+の減少をもたらす（Hou et al., 2009）。このように claudin16, 19 はそれぞれ腎臓における Mg2+

再吸収に関わっているが、タイトジャンクションの形成には claudin16 と claudin19 の相互作用が必要で

あることもわかっている（Hou et al., 2008; 2009）。また一方で、Claudin 14 は Claudin 16 もしくは

Claudin 14, claudin 14–claudin 16 複合体と共発現するとタイトジャンクションの陽イオン選択性を減

少させる（Gong et al., 2012）。そのため、claudin 14 のノックアウトマウスにおいて血漿中の Mg2+濃

度は上昇し、尿中の Mg2+濃度は減少する（de Baaij et al., 2015）。claudin 14 の発現は Ca2+濃度の影響

を受けることが知られており、claudin 14 の発現調節に関わる Ca sensitive receptor (CaSR)は Mg2+に

よっても活性化されることがわかっている（de Baaij et al., 2015）。そのため血漿中の Mg2+濃度は

claudin14 の発現レベルを介して Mg2+取り込みを調節している可能性があり、今後の研究が期待されてい

る。近年、claudin 10 が TAL 透過するイオンの選択性に関わっていることがわかり、claudin 10 ノック

アウトマウスにおいて高マグネシウム血症（hypermagnesemia）、腎石灰化症（nephrocalcinosis）を発

症し、Na+の paracellular 経路の透過性が失われることがわかっている（de Baaij et al., 2015）。図１–

６にヘンレ係諦の太い上行脚 TAL における Mg2+再吸収機構の概要を示した。 
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図 1–６ Thick ascending limb of loop of Henle；TAL による Mg2+再吸収 

de Baaij et al., 2015 より改変 
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遠位尿細管（Distal convoluted tubule；DCT） 

遠位尿細管では経細胞輸送（transcellular pathway）による厳密に制御された Mg2+再吸収によ

って、尿中に排出する Mg2+濃度を調節している。その結果、遠位尿細管において、約 10%の Mg2+が経細

胞輸送（transcellular pathway）によって再吸収されている（Brunette et al., 1974）。腎臓では DCT 細

胞において TRPM6 チャネルが特異的に発現しており、DCT 細胞は TRPM6 チャネルを介して間腔側の

Mg2+を取り込んでいる（Voets et al., 2004）。遠位尿細管内の[Mg2+]は 0.2–0.7 mM、通常の細胞内

[Mg2+]は 0.5–1.0 mM であるため DCT 細胞の細胞内と腸管における[Mg2+]勾配はほとんど存在しない。

したがって、遠位尿細管内における、DCT 細胞への Mg2+流入は負の膜電位によるものである。この膜電

位は間腔側の電位依存性 K+チャネル Kv1.1 が K+排出を行うことによって形成されており、細胞内[Mg2+]

は Kv1.1 チャネルの活性を抑制し膜電位形成を阻害することによって細胞の Mg2+取り込みを抑制する負

のフィードバックによって Mg2+の取り込み量を調節している（Gòmez-Hernandez et al., 1997）。ただ

し DCT における Kv1.1 の発現量は少なく（Glaudemans et al., 2009; de Baaij et al., 2013）、他のチ

ャネルと協調して機能することによって Mg2+取り込みを制御していると考えられる。実際、ROMK チャ

ネルも Kv1.1 チャネルと同様に、DCT 細胞の膜電位形成に寄与し、細胞内[Mg2+]によって抑制されてい

る。また ROMK チャネルの発現は Mg2+摂取量によって制御されているという報告もある（Xu et al., 1997; 

de Baaij et al., 2013）。 

DCT 細胞における TRPM6 チャネルの活性は DCT 細胞内の[Mg2+]によって制御されており、

細胞内Mg2+は厳密に制御されていると考えられる。その他にもTRPM6チャネルは転写量、細胞膜の局在、

チャネル活性の程度といった多くの因子によって制御されている（Cao et al., 2008）。例えば、EGF や

insulin は PI3K-Akt-Rac1 経路依存的なメカニズムによって TRPM6 の細胞膜への挿入を増加させる（Nair 

et al., 2012; Thebault et al., 2009）。また、insulin は cyclin-dependent kinase 5（cdk5）依存的なチ

ャネルのリン酸化を介して TRPM6 の活性を制御する。したがって、EGFR やインスリン受容体の活性が低

い患者は低マグネシウム血症に罹患しやすい（Nair et al., 2012; Schrag et al., 2005）。加えて、エスト

ロゲン（estrogen）は TRPM6 の mRNA 量を上昇させる（Groenestege et al., 2006）。その他にも、

receptor for activated C-kinase 1（RACK1）や prohibitin2（PHB2/REA）といった TRPM6 の調節因子

が発見されてきている。RACK1 は自己リン酸化状態にある TRPM6 のキナーゼ部位と相互作用し TRPM6

の活性を減少させる（Cao et al., 2008; 2009）。このように遠位尿細管における DCT 細胞への Mg2+取り

込みは様々な因子による直接的・間接的なメカニズムによって制御を受けている。DCT 細胞に取り込まれ

た Mg2+の血中への排出機構に関しては不明な点が多いが、cyclin M2（CNNM2；ACDP2 としても知られ

る)が腎臓において DCT 細胞、連結管（connecting tuble; CN）CNT 細胞の基底側に局在していることが

知られており（de Baaij et al., 2012; Stuiver et al., 2011; Wang et al., 2003）、Mg2+摂取量の減少は

CNNM2 発現を増加させる（Stuiver et al., 2011; de Baaij et al., 2013）。また、Mg2+輸送体 SLC41A1

も、間腔側・基底側など細胞内局在に関してはわかっていないが、DCT 細胞における発現が確認されてい

る（Hurd et al., 2013）。SLC41A1 の変異は髄質性嚢胞腎（nephronophthisis）様の表現型をもたらす

（Hurd et al., 2013）。また、SLC41A が Mg2+の取り込み・排出の両方に関与していることも報告されて

いるが（Kolisek et al., 2012）、腎臓機能における SLC41A1 の役割はわかっていない。図１–７に遠位尿



15 

 

細管における Mg2+再吸収機構の概要を示した。 

 

 

図 1–7 遠位尿細管（Distal convoluted tubule；DCT） 

de Baaij et al., 2015 より改変 
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1.2.2.6 脳における Mg2+ 

中枢神経系の神経細胞やグリア細胞は、最適に機能するために高度に特殊化した環境を必要とし

ている。脳内の間質液（interstitial fluid）と脳質およびくも膜下腔を満たす脳脊髄液（cerebrospinal fluid; 

CSF）は、それぞれの調節機構によって構成物質の組成は決められている。脳内の間質液は血液脳関門

（blood-brain barrier; BBB）、脳脊髄液は血液髄液関門（blood-CSF barrier; BCSFB）によってホメオ

スタシスが調節されている（Kandel et al., 2014, pp.1534）。そこで、血液脳関門と血液髄液関門におけ

る Mg2+調節機構に関してそれぞれ記述する。 

 

血液脳関門（Blood Brain Barrier） 

血液脳関門は脳の毛細血管の内皮細胞から成る、血液と脳組織液との間の物質交換を制限する機

構である。これにより血漿中の物質濃度の変動の影響を小さくし、神経細胞の細胞外環境を安定化する機

能を持っている。脳内の小血管は、血管管腔表面を途切れなく覆う血管内皮細胞（endothelial cells）で形

成されている。反管腔側では、毛細血管の基底板内に埋まっている周皮細胞（pericyte）や平滑筋様細胞と

接している。血管付近のアストロサイトは突起をのばして毛細血管を取り囲み、毛細血管―アストロサイ

ト複合体を形成している。これらの内皮細胞とその間の広範囲にわたる細胞間結合は、血液脳関門の主要

な構成要素である（Kandel et al., 2014, pp.1534）。脳の毛細血管の 95%は脳血液関門を有しており、

ほぼすべての神経細胞が個別の毛細血管によって栄養の供給を受けている。また、脳の内皮細胞はタイト

ジャンクションによって強く結合し高い電気抵抗を持っている。タイトジャンクションは傍細胞経路

（paracellular pathway）による物質の透過を制御して血液脳関門のバリア機能を担っている。また成熟

した血液脳関門は、（１）ペリサイト（２）アストロサイト（３）神経細胞の少なくとも 3 種類の細胞によ

って調節されている。図１–８に脳血液関門の構造を示した。 

 

また、脳血液関門による物質輸送には以下の 3 つの様式がある。 

（１）脂溶性物質の拡散 

脂溶性が高い物質は内皮細胞の細胞膜を透過するため拡散によって脳血液関門を通過する。 

（２）特定の水溶性物質の促進輸送、エネルギー依存性の受容体介在性輸送 

濃度勾配を利用したエネルギー非依存的グルコース輸送、エネルギー依存的アミノ酸輸送など 

（３）イオンチャネル 

特異的チャネルによる電解質の輸送など 

 

脳への Mg2+流入は血液脳関門の成熟度合いと関係しており（Chan et al., 1992）、胎児のヒツ

ジやモルモットの大脳半球において、K+量が最小、Cl−量、Na+量が最大に達するとき Mg2+量は大きく減

少する（Bradbury et al., 1972）。また生後ラットの発達において、脳の Mg 量は部位によって異なり、生

後 5 日目においてマグネシウムは橋（pons）と延髄（medulla）において顕著に高く、大脳皮質（cerebral 

cortex）において低い。5 日を過ぎるとすべての部位において、水分量の減少と組織重量の増加と同時に

Mg2+量は減少する（Chan et al., 1992）。毛細血管中の Mg2+は BBB を透過し（Sacco et al., 2007）、血
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液中から脳へと輸送される。皮質の細胞外液（extracellular fluid; ECF または interstitial fluid）における

Mg2+濃度は血漿液、脳槽 CSF の Mg2+濃度よりも高いため、血液から ECF への能動輸送が行なわれてい

ると考えられる（Bito, 1969）。また、脳の内皮細胞において腎臓において Mg2+の取り込み機構として機

能している TRPM6、TRPM7 が発現していることより（Fonfria et al., 2006）、BBB における脳内への Mg

取り込みに関しても TRPM6 と TRPM7 が主要な役割を果たしていることが示唆されている。BBB の構造

は腎臓の遠位尿細管と類似していることが知られており、BBB の Mg2+輸送機構は遠位尿細管における

Mg2+輸送機構から推測することはできる。しかし実際のメカニズムはほとんどわかっていないため、さら

なる研究が期待されている。 

 

脳脊髄液（cerebrospinal fluid; CSF） 

脳脊髄液（CSF）の総量は、約 140 mL とされており、側脳室と第 3 脳質は約 12 mL、脊髄の

くも膜下腔は約 30mL の脳脊髄液を含み、残りの 100 mL は脳のくも膜下腔と主な脳槽に含まれる。脳脊

髄液はくも膜絨毛の集合体から成るくも膜顆粒とくも膜絨毛によって吸収され、硬膜を通り抜けて上矢状

静脈洞と他の静脈構造の内腔へと入る。くも膜顆粒は弁として機能することによって、くも膜下腔から静

脈血へ脳脊髄液が一方向に流れることを可能にしている。脳脊髄液（CSF）は脈絡叢（choroid plexus）か

ら脳質へと分泌されており、成人の脳脊髄液の生成速度は 1 分あたり 0.35 mL、1 日あたり約 500 mL で

あるため、1 日に 3～4 回脳脊髄液の全量が入れ替わっている。脳脊髄液にはいくつかの機能がある。（１）

脳脊髄液は間質液と交流があるため神経細胞とグリア細胞の細胞外環境を一定に保つのに役立っている。

（２）脳室系からくも膜下腔または静脈洞への一方向の流れは、脳に対して有毒物質を除去する機能もも

っている。（３）脳脊髄液は頭部が動いた際に生じる頭蓋骨内での衝撃から脳を守る、物理的なクッション

の役割も担っている。脳脊髄液の浮力によって脳（平均重量 1400g）は浮かんでいるため、みかけの重量

は 50g 以下となっている。（４）また、脳脊髄液はリンパ液としての機能を果たすことも知られている。脈

絡叢は腎臓の遠位尿細管や集合管と構造が似ており、脳脊髄液の化学的安定性を保つために毛細血管濾過

や上皮分泌機構を用いている（Kandel et al., 2014）。 

 

血液 CSF 関門（blood-CSF barrier；BCSFB） 

血液とCSFは脈絡叢の血液CSF関門によって隔てられており、CSFは脈絡叢（choroidal plexus）

の上皮細胞（epithelium）によって形成される血液髄液関門によって産生される。脈絡叢における CSF 産

生のメカニズムは未だ不明な点が多いが、腎臓の遠位尿細管における物質輸送機構と類似していると考え

られている。血液髄液関門によって血液と CSF が隔てられていることにより、血漿中の物質濃度が変化し

たとしても CSF 中の物質濃度はただちに変化しない。実際、腹腔内注射による Mg2+投与では、血中 Mg2+

濃度は上昇するが CSF 中の Mg2+濃度は変化しない（Sun et al., 2009）。脈絡叢の上皮細胞は CSF 中の

Mg2+濃度を感知して、Mg2+分泌速度を変化させることによって CSF 中の Mg2+濃度を維持している

（Oppelt et al., 1963; Reed and Yen 1978）。ヒツジやネコの単離脈絡叢を用いた実験によって、脈絡

叢は濃度勾配に反して Mg2+を輸送していることが示されており（Allsop, 1986; Reed and Yen, 1978）、

in vivo においても Mg2+が CNS 内へと流入していることが確認されている（Allsop and Pauli, 1985）。
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したがって、CSF 中の Mg2+濃度は血しょう中の Mg2+濃度より高く維持されており（Oppelt et al., 1963; 

Nischwitz et al, 2008; Amtorp and Sørensen, 1974; Bradbury et al., 1972）、ヒトにおいては CSF

の Mg2+濃度は血清 Mg2+濃度の 1.3 倍であることがわかっている（Nischwitz et al., 2008）。また通常、

脳室 CSF の Mg2+濃度は腰部 CSF の Mg2+濃度より高く、血液中の Mg2+濃度変化の影響は腰部 CSF より

も脳室 CSF の方が受けやすい（Allsop and Pauli, 1985）。鉄、銅、亜鉛といった高分子量金属イオンの取

り込みは受容体を介したシグナル経路によって厳密に制御されている一方で、Mg2+や Ca2+などの低分子

量金属イオンは特異性の低いイオンチャネルによって調節されていることが示唆されている（Nischwitz 

et al., 2008）。 

また脈絡叢における Mg2+輸送は他イオン濃度の影響を受けることが知られており、高濃度 K+

は Mg2+輸送量の減少を引き起こし、高濃度 Ca2+はそのような効果を引き起こさない（Allsop, 1986）。こ

れらの事実をまとめると、脈絡叢細胞の能動輸送によって CSF 中の Mg2+濃度は血漿中より高く保たれて

いると言える。また、最近では食事による摂取によって CSF 中の Mg2+濃度を上昇させる化合物

magnesiun-L-threonate（MgT）が開発され、非侵襲的に CSF 中の Mg2+濃度を上昇させることが可能と

なっている（Slutsky et al., 2010）。 

 

 

図 1–8 脳血液関門（Blood Brain Barrier） 

Francis et al., 2003 
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表 1–３ 体液のイオン組成 

 

 

 

  

Na
+

150 mM
a

147 mM
a

12 mM
c

K
+

4.6 mM
a

2.9 mM
a

139 mM
c

Mg
2+

1.6 mM
a

2.2 mM
a 0.5–1.2 mM

c

(total: 10–30 mM)

Ca
2+

4.7 mM
a

2.3 mM
a

< 200 nM
c

Cl
−

102 mM
b

119 mM
b

4 mM
c

Zn
2+

20 mM
d

150 nM
c

0.1–1 nM

(total: 200 uM)
d

a
Cerebrospinal Fluid in Diseases of the Nervous System. Fishman. (1992)

b
Principles of Neural Science. 5th edition. Kandel et al. (2012)

c
Molecular Cell Biology. 4th edition. Lodish et al. (2000)

d
Takeda et al. (2013)

ionic species Blood plasma central spinal fluid in mammalian cells
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1.2.3 マグネシウムの生理的役割と神経系疾患 

1.2.3.1 発生におけるマグネシウムイオンの役割 

ラットにおいて妊娠時の Mg2+欠乏は胎児の奇形（malformation）や吸収（resorption）[胚ま

たは胎盤形成後に胚の発生が止まり、吸収あるいは吸収されつつある状態]を引き起こす（Hurley et al., 

1976）。また、Mg2+欠乏状態にある母親から生まれた子どもは、発達遅延（growth retardation）や脂質

代謝異常、インスリン耐性、糖尿病の発症確率が高くなる。ヒトにおいても Mg2+欠乏が胎児の成長や発生

に悪影響をおよぼすことがわかっている（Venu et al., 2008）。臍帯血（cord blood）血小板（platelet）

における細胞内[Mg2+]減少は、small for gestational age (SGA) 2と関連しており（Venu et al., 2008）、

妊娠 25 週目より前における Mg の経口摂取は早産（preterm birth）、低出生体重児、SGA の発生確率を

減らす効果がある（Makrides and Crowther, 2001; 2014）。妊娠・授乳期の女性の Mg2+要求量は通常時

より高く（妊娠 320–400 mg/day；通常 320-360 mg/day（米国））、Mg2+摂取量が 378 mg/day 以下

になると、神経管欠損（neural tube defect）、二分脊椎症（spina bifida）のリスクが 2–3 倍になる（Groenen 

et al., 2004）。一般に、成長や分化が顕著な組織においては Mg2+欠乏の影響を受けやすい傾向にある

（Komiya et al., 2014）。 

発生において重要な機能を果たす Mg2+調節機構として TRPM7 と TRPM6 チャネルがある。

TRPM7 と TRPM6 は二価の陽イオンチャネルであり、細胞内 Mg2+の恒常性維持に重要な機能を果たして

いる。TRPM6、TRPM7 はイオンチャネルドメインとキナーゼドメインからなり、イオンチャネルとキナ

ーゼの両方の機能を持っている（Runnels, 2011）。低マグネシウム血症の患者において TRPM7 の変異は

確認されていないが、キナーゼドメインを欠損した TRPM7 を発現する遺伝子改変マウスにおいて、小腸

の Mg2+吸収の機能不全による低マグネシウム血症（hypomagnesemia）が発症する（Ryazanova et al., 

2010）。このことより小腸における TRPM7 を介した Mg2+取り込みには TRPM7 の機能は必要であると考

えられる。TRPM7 欠損マウスにおいては受精後 7.5 日目の胚において異常が生じ、重篤な胚では原腸陥入

（gastrulation）の開始、中胚葉形成（mesoderm formation）は起こるが、7.5–8.5 日目に致死となる。

（Ryazanova et al., 2010; Jin et al., 2012）。この TRPM7 欠損による原腸形成の機能不全は Mg2+トラ

ンスポーターSLC41A2 の過剰発現、TRPM6 の過剰発現、もしくは Mg2+添加によって防ぐことができる

（Ca2+添加では防げない）。これらの事実より TRPM7 による Mg2+調節機構は発生に重要であると考えら

れている。また、TRPM6 の変異は家族性低マグネシウム血症の原因であることが知られているが、TRPM6

欠損マウスにおいては発生至死（embyronic mortality）、神経管異常（neural tube defects）が起こるこ

とが知られている（Walder et al., 2009）。 

胞胚期（blastula）の後、原腸陥入が起こることによって、胚は単純な中空の丸い形から中心に

腸管をもった左右対称な構造へと変化する。このとき Wnt シグナル（Wnt pathway）が原腸胚形成や収

斂伸長（convergent extension）に関わっていることが知られている。TRPM7 欠損による原腸陥入の異

常は、Wnt シグナルを構成する分子 Dishevelled（Dvl）の発現によって抑えることができる。このため、

TRPM7 は Dvl の上流で機能していると考えられる（Volpe and Vezu, 1993）。また、繊維芽細胞におけ

                                                 

2胎児や新生児が妊娠期間に比べて小さいこと 
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る TRPM7 の欠損は細胞極性（polarity）や移動（migration）を阻害する（Su et al., 2011）。また、TRPM7

は細胞の極性や運動に関わるとされる Rac や small GTPase cdc42 の活性化には必要であることが知られ

ている。また TRPM7 欠損による細胞極性や運動の異常は Mg2+トランスポーターである SLC41A2 過剰発

現によって緩和されることから、TRPM7 欠損による発生致死は Mg2+恒常性維持の機能不全が細胞の極性

と運動制御の異常をもたらしていると考えられている（Su et al., 2011）。また、TRPM7 を欠損させると

Embryonic Stem（ES）細胞や induced pluripotent stem（iPS）細胞は死滅し（Ryazanova et al., 2010; 

Jin et al., 2012）、DT40 細胞においては細胞周期が停止する（Schmitz et al., 2003）。また DT40 細胞3

における TRPM7 欠損による細胞周期の停止は Mg2+添加によって抑制される（Schmitz et al., 2003; 

Ryazanova et al., 2010）。このように、TRPM7 による Mg2+調節が発生・分化に重要な役割を果たして

いることを支持する報告は多数存在する。しかし TRPM7 を介した Ca2+シグナルが細胞接着や運動性の制

御に関わっていることや（Clark et al., 2006; Su et al., 2006; Visser et al., 2013; Wei et al., 2009）、

Mg2+が Ca2+シグナルに影響を与えることによって間接的に細胞移動に影響を与えていること（Volpe and 

Vezu, 1993）が知られており、TRPM7 の機能解析によって明らかになった TRPM7 の機能は Mg2+もしく

は Ca2+どちらの調節機能に拠るものなのか未だ不明な点が多い（Komiya et al., 2014）。 

  

                                                 

3 ニワトリの B 細胞株 
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1.2.3.2 マグネシウムが記憶と学習に与える影響 

Mg2+摂取が認知機能の向上をもたらすことは以前より知られていた（Landfiled and Morgan, 

1984）。しかしながら、脳血液関門（blood-brain barrier；BBB）は血液中の金属イオン濃度の変化から

脳組織を保護する機能をもっており、腹腔内注射では脳内の Mg2+濃度変化はおこらない（Sun et al., 

2009）。しかし脳内の Mg2+濃度を増加させる化合物である MgT を摂取したラットにおいて、認知機能が

向上する（Slutsky et al., 2010）。また MgT をアルツハイマー病モデルマウスに投与すると認知機能の低

下が緩和され（Li et al., 2013）、また細胞外 Mg2+濃度を 50%、4 時間上昇させると、シナプス可塑性の

増強をもたらすことがわかっている（Slutsky et al., 2004）。後述するように Mg2+は通常の細胞機能にお

いて重要な役割を担っているため、神経細胞の機能におけるそれらの機能が認知機能に影響を与えている

と考えられている。その他にも細胞外 Mg2+は神経機能において重要な役割を担っている N-methyl-D-

aspartate（NMDA）受容体を電位依存的に抑制しており（Mg2+ブロック）、神経活動を調節している。し

たがって細胞外[Mg2+]は神経活動に影響を与える。Mg2+ブロックの影響を受けない NMDA 受容体を発現

する変異体ショウジョウバエ（Drosophila）において、連合学習は影響を受けないが長期記憶の形成には

欠陥を生じ、CREB リプレッサーアイソフォーム（CREB repressor isoform）の発現を上昇させ、CREB

依存的な遺伝子発現に影響を与える（Miyashita et al., 2012）。また外傷性脳損傷（traumatic brain injury）

後、Mg2+を添加すると認知機能の回復が促進される（Hoane, 2004; 2007）。このように Mg2+は細胞内・

細胞外の両方から神経細胞の機能に影響を与えることによって認知機能を調節していると考えられている

が、Mg2+が認知機能に影響を与えるメカニズムはほとんどわかっていない（Vink et al., 2011）。 
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1.2.3.3 マグネシウムとアルツハイマー病 

Mg はアルツハイマー病（AD）との関連も示唆されている。AD は一般に最も多い神経変性疾患

であり、65 歳以上の高齢者の約 6–8％において見られる。AD は進行性の認知障害と神経原繊維変化

（intracellular neurofibrillary tangles）、老人斑（senile plaques）といった病理学的特長によって特定

される（Braak and Braak, 1991）。老人斑は 39–42 アミノ酸であるアミロイドβによって形成されてお

り、アミロイドβが蓄積すると神経細胞の変性や脱落を引き起こし、脳の萎縮をもたらす。アミロイドβは

脳にあるアミロイドβ前駆体タンパク質（Amyloid-β precursor protein；APP）がγ-セクレターゼによっ

て切断されてβ-C-terminal fragment（β-CTF）が生成される。このβ-CTF がγ-セクレターゼによって切

断されるとアミロイドβが生成される。アミロイドβには、大きく分けて 40 個のアミノ酸からなる Aβ40

と 42 個のアミノ酸からなる Aβ42 の 2 種類のものがあある。Aβ42 の方が、凝集性が強いため、先に脳に

蓄積する。通常、Aβ40 の方が Aβ42 に比べて産生される量は多いが、Aβ42 の産生される割合が増加する

と、Aβ42 の凝集が起こり、結果として老人斑が形成される原因となる。図１–９に AD の病理学的メカニ

ズムをまとめた。AD 患者の血清、脳組織のおける Mg2+濃度は健常者と比較して低く（Durlach, 1990; 

Glick, 1990a; Lemke, 1995; Andrasi et al., 2000; 2005; Vural et al., 2010）、血清中 Mg2+濃度が低

いと、global deterioration scale（GDS）4、clinical dementia rating（CDR）5の結果はより重篤であっ

た（Cilliler et al., 2007）。Mg2+と認知機能とのかかわりに関して、脳内の Mg2+濃度上昇は記憶と学習の

能力を増強すること（Landfield et al., 1984；Slutsky et al., 2010）、Mg2+の経口摂取は認知症患者の記

憶能力とそのほかの症状を改善すること（Glick et al., 1990b）Mg2+投与は脳損傷後の認知機能の回復を

促進すること（Enomoto et al., 2005; Hoane, 2005; 2007）、Mg2+欠乏は感情の記憶の機能不全をもた

らすこと（Bardgett et al., 2005; 2007）が報告されている。 

家族性アルツハイマー病の原因遺伝子 presenilin1（PS1）に変異を加えたマウスのアルツハイ

マー病モデルにおいて、βセクレターゼ（BACE1）の過剰発現、NMDA 受容体シグナルの抑制、sAPPβ、β

-CTF 量の増加が見られるが、脳内 Mg2+濃度上昇を誘導すると、これらの症状を防ぎ、Aβによる NMDA 受

容 体 の 情 報 伝 達 障 害 を 防 ぎ 、 AD に お い て 過 剰 に 活 性 化 す る こ と が 知 ら れ て い る

calpain/calcineurin/Cdk5 シグナル経路の活性も抑制される（Li et al., 2014）。APP の代謝経路として、

APP はα-セクレターゼによって切断されるとα-CTF と sAPPαに分解される。sAPPαは可溶性分子であり、

細胞ストレスに対する神経保護（Mattson et al., 1993; Schubert and Behl, 1993）や神経突起伸長の活

性化（Small et al., 1994）、シナプス形成を制御（Morimoto et al., 1998）する効果をもっていることが

知られている。高細胞外[Mg2+]条件においては CTFα、sAPPαが上昇していること、低細胞外[Mg2+]条件

においては CTFβ の蓄積と Aβ の放出が促進される（Yu et al., 2010）。β-セクレターゼは細胞内で機能す

る一方で、α-セクレターゼは細胞膜で機能するが、高[Mg2+]条件においては、APP は膜状に保留されてお

り、低[Mg2+]条件においては細胞表面の APP 量は少ない。このことが、細胞外[Mg2+]がα-セクレターゼ

とβ-セクレターゼの活性のバランスを変化させるメカニズムであると考えられている（Yu et al., 2010）。

                                                 

4面接と介護者の両方から認知症の程度を 7 段階に評価する指標 

5介護者から情報を得た後に被験者に質問を行ない、重症度に応じて 5 段階に評価する指標 
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しかし、高濃度の Mg2+は有害であるという報告もあり（Clark and Brown, 1992; Fung et al., 1995; 

Hallak, 1998; Ladner and Lee, 1999）、AD 治療における Mg の扱いは未だ議論されている最中である。 

 

 

 

図１–９ アルツハイマー病の細胞病理学的メカニズムの概念図 

Nicolas and Hassan (2014)より 

  



25 

 

 

1.3 細胞外マグネシウムイオン 

1.3.1 細胞外マグネシウムイオンの NMDA 受容体ブロックによる神経興奮性

制御 

細胞外 Mg2+はグルタミン酸受容体である NMDA 受容体の活性制御に寄与している。通常の膜

電位（−70 mV）においては、Mg2+は NMDA 受容体をブロックしているが、AMPA 受容体が活性化し陽

イオンの流入が起こり、膜電位が−60 mV まで上昇すると Mg2+ブロックは緩和され、NMDA 受容体は活

性化する。この Mg2+ブロックの解除メカニズムには“早い要素”と“遅い要素”から成っており、チャネルを

構成するサブユニットの割合によって性質は決まっている。細胞外の Mg2+濃度が減少すると、NMDA 受

容体の Mg2+ブロックは緩和され、比較的弱い脱分極で NMDA チャネルが開くため、神経細胞の興奮性が

過剰になる（hyperexcitability）原因となる。NMDA 受容体は興奮性の神経伝達、神経可塑性、神経興奮

毒性に関わっており、結果として、発生における可塑性、記憶と学習において重要な機能を果たしている

ため、Mg2+もこれらの現象に関わっていると考えられる（de Baaij et al., 2015）。 
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1.4 細胞内マグネシウムイオン 

1.4.1 細胞内マグネシウムイオンの分布 

ヒトの身体の約 60%は水分であるが、このうち 3 分の２は細胞内液であり残りの 3 分の１が細

胞外液である。細胞内において Mg は K+に次いで細胞内に多い陽イオンである。哺乳類の多くの細胞にお

いて全 Mg 量は 14–20 mM 存在しているが、その多くは他の物質と結合しており遊離 Mg2+濃度は 0.5–

0.7 mM である（Grubbs and Maguire, 1986; Romani and Scarpa, 1992）。また、細胞内の遊離 Mg2+

濃度は細胞外より低いレベルに維持されていることが、細胞膜間の電気化学的ポテンシャルの計測によっ

てわかっている（Flatman, 1984）。そのため細胞内 Mg2+濃度は流入量を調節することによって維持され

ている（Romani, 2007; 2011）。電子プローブマイクロアナリシス法（Electron probe microanalysis；

EPMA）によって細胞内 Mg2+の多くは核、ミトコンドリア、小胞体に存在していることが示されている

（Francesco et al., 1998）。次に、核、ミトコンドリア、小胞体、細胞質における Mg2+に関してそれぞれ

記述する。 

 

細胞質 

細胞質中の遊離 Mg2+濃度は 0.5–0.7 mM である（Grubbs and Maguire, 1986; Romani and 

Scarpa, 1992）。また、細胞質[Mg2+]は細胞外からの流入、細胞外への流出、細胞内のバッファリング、

細胞内小器官の取り込み・放出によって制御されている（Romani, 2007; 2011）。多くの実験によって細

胞質[Mg2+]変化は観察されてきたが、細胞質[Mg2+]変化は数 10 mM 数–100 mM 程度（Günther, 2006）

であり比較的安定している（Romani, 2006; 2011）。これは細胞が電気化学ポテンシャルに逆らって細胞

内 Mg2+を排出し一定に保つメカニズムを有していることを示している。細胞質中の Mg2+は主に ATP など

のリン酸ヌクレオチドやリン酸代謝物、タンパク質に結合している。表１–４に、細胞質中において Mg2+

と結合している物質と Mg2+の結合量をまとめた。 

 

 

表１–4 細胞質中 Mg2+と他物質への結合量のまとめ 

（Pontes et al., 2015） 

  

intracellular

concentration
Affinity to Mg

2+
Chelated Mg

2+ free rate (%)

ribosomes 7–70 mM ~2 mM 1.2-12 mM 82.9

ATP 9.6 mM 38–80 mM 9 mM 6.3

ADP 0.55 mM 300 mM 0.2 mM 63.6

AMP 0.28 mM 10 mM N/A 100.0

UTP 8.3 mM 69 mM 8 mM 3.6

GTP 4.9 mM 38–80 mM 4.5 mM 8.2

CTP 2.7 mM 38–80 mM 2.5 mM 7.4

PPi 0.2–0.5 mM ~24 mM 0.2–0.5 mM 0.0
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核 

核内の Mg2+は 118 ± 3（105 ± 3）mmol/kg dry wt（Francesco et al., 1998）である。核

内の Mg2+の多くはクロマチンや核酸と結合していることがわかっている（Romani, 2007）。核内[Mg2+]

調節機構はほとんどわかっていないが、核外のイオン濃度に応じて非線形に変化することがわかっている

（Kroeger and Trösch, 1974）。また、甲状腺がん（thyroid gland）患者の腫瘍細胞の核における Mg 量

の増加（Lukács et al., 1996）や、脳腫瘍や浸潤している腫瘍細胞の核内 Mg 量の増加（Chandra et al., 

2015）が報告されている。しかし、核膜は多孔性の構造をしており、細胞質と核内の環境において遊離

[Mg2+]勾配が存在していることは考えにくいという主張もある（Romani, 2011）。その場合、核内のＭg2+

量はクロマチンや核酸などのＭｇ結合タンパク質の量や構造によって決まっていると考えられる。核内 Mg

機能に関して、核内における生理学的なレベルでの[Mg2+]変化は basic leucine zipper (B-ZIP)転写因子

およびその下流の遺伝子発現（Craig et al., 2001）や DNA の構造（Anastassopoulou and Theophanides, 

2002）に影響を与えることが知られている。しかし、核内 Mg2+濃度が細胞質 Mg2+濃度と常に同じなの

か、輸送メカニズムが存在しているのかは未だ明らかになっていない。 

 

小胞体 

小胞体において Mg2+はリボタンパク質やリン脂質に結合している。Mg2+蛍光指示薬 Furaptra

を用いた実験によって小胞体内の Mg2+濃度は 1.0 mM と見積もられている（Sugiyama and Goldman, 

1995）。しかし、小胞体内には高濃度の Ca2+（mM レベル）が蓄えられており Ca2+干渉の影響を完全に

排除することは難しい（Romani, 2011）。またカフェインによって小胞体表面のリアノジン受容体を刺激

すると、小胞体から Ca2+放出が誘導され小胞体の Mg2+は大きく増加する（Somlyo et al., 1985）。また、

小胞体における Ca2+取り込みを阻害すると細胞内からの Mg2+排出が増加する（Fagan and Romani, 

2001）ことなど、小胞体の Ca2+動態が細胞内外の Mg2+調節と協調していることが示唆されているが詳し

いことはわかっていない。また、小胞体 Mg2+の役割として、リアノジン受容体の間腔側の部位に Mg2+が

結合すると Ca2+の放出が阻害される（Laver and Honen, 2008）ことがわかっているが、生理学的条件

下において、小胞体内[Mg2+]が細胞内シグナルによって変化し、小胞体における Ca2+シグナルの調節をお

こなっているという報告はない。 

 

ミトコンドリア 

ミトコンドリアのマトリックスにおける[Mg2+]は 0.8–1.2 mM である。ミトコンドリアにおい

て Mg2+はアデニンホスホヌクレオチドや未知の Mg2+特異的な結合タンパク質と複合体を形成している

（Romani, 2011）。ミトコンドリアにおける Mg2+濃度変化は様々な役割をもっている。（１）ATP の合

成・輸送に加えて Mg2+はコハク酸デヒドロゲナーゼ（succinate dehydrogenase）やグルタミン酸デヒ

ドロゲナーゼ（glutamate dehydrogenase）、チトクロム c オキシダーゼ（cytochrome c oxidase）とい

ったミトコンドリア酵素の機能を制御することによって呼吸速度に影響を与える。Mg2+はミトコンドリア

膜電位、K+/H+ antiporter を制御することによるミトコンドリア体積にも影響を与え、エネルギー産生を

調節している（Wolf and Trapani., 2008）。 

http://europepmc.org/search?page=1&query=AUTH:%22Luk%C3%A1cs+GL%22


29 

 

その他 

Mg2+は高いエネルギーを持つ物質と結合するため、細胞の種類によっては特有の Mg2+を貯蔵

している（Grubbs, 2002）。筋肉おけるクレアチンリン酸（creatine phosphate）(Gupta and Moore, 

1980)、赤血球における 2,3 bisphosphogycerate（2,3-DPG）（Raftos et al., 1999）及びヘモグロビン

などが例である。 
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1.4.2 細胞内マグネシウムイオンの役割 

Mg2+は Na+、K+、Ca2+、Cl-など他の主要な生体イオンとは異なり、細胞内外の濃度差は小さい。

しかし、細胞内の Mg 濃度は厳密に制御されており細胞内 Mg2+濃度は一定に保たれている。このことは、

細胞内 Mg が厳密に最適な状態に保たれていることが、細胞にとって重要であることを支持する。また、

他のイオン輸送タンパク質と比較して Mg 輸送タンパク質の種類は多いことも、Mg 恒常性の維持が細胞に

とって重要であることを示している。また、Mg 輸送タンパク質の種類の多さは、全ての生物種で細胞内

[Mg2+]調節が重要な意味を持っていることを示している。そこで以下に Mg2+の役割をまとめた。 
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1.4.2.1  イオンチャネルの制御 

細胞内・細胞外の Mg2+は様々なイオンチャネルの活性を制御する。多くのチャネルが Mg2+の

調節を受けることが知られているが、Mg2+のチャネルに与える影響は大きく以下の 3 つに分類できる

（Guiet-Bara et al., 2007）。 

 

タイプ１：Mg2+がチャネル開口を誘導し、イオン電流を誘発する 

calcium-activated potassium channel（KCa チャネル）には 2 種類の large conductance な

BK チャネルと lower conductance な SK チャネルに分類されるが、BK チャネルがこのタイプの Mg2+調

節を受ける。BK チャネルには 3 つの金属結合部位が存在しており 2 つの高親和性部位は Ca2+依存的に活

性化し、細胞膜内側の RCK ドメインに存在する低親和性部位は Mg2+と結合する。生理条件下（細胞内

[Mg2+] = 0.1～10 mM）における、この金属結合部位への Mg2+結合は BK チャネルを Ca2+非依存的に活

性化することが知られている。 

 

タイプ２：Mg2+がチャネル開口をブロックし、不可逆的にイオン電流を減少させる。 

このタイプの Mg2+調節機構では、正に帯電した Mg2+と負に帯電したタンパク質部位が共有結

合してチャネルを不活性化する。高濃度の Mg2+存在下において水和殻が失われるとこの効果は不可逆的で

ある。細胞内 Mg2+によって、このような調節を受けるチャネルとして TRPM7 が知られている。 

 

タイプ３：Mg2+がチャネルを阻害し、可逆的にイオン電流を減少させる 

このタイプの Mg2+調節機構では、Mg2+と負電荷を帯びたタンパク質間の弱い電気的結合によ

ってチャネルを不活性化している。多くのチャネルはこのタイプの Mg2+による調節を受けている。 

 

細胞内・細胞外両方の Mg2+はチャネルの活性を制御する役割をもっている。表１–５に細胞内

Mg2+によるチャネルの活性の制御に関する報告をまとめた。 
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表１–５  細胞内 Mg2+による主なイオンチャネル活性の制御 

 

 

 

  

channel effect reference

Na
+
 channel inhibition Pusch et al. (1989)

inhibition Silverman et al. (2000)

BK channel activation Cui et al. (2009), Yang et al. (2015), Lee and Cui (2010)

SK channel - -

IK channel - -

ROMK inhibition Lu and MacKinnon (1994)

GPCR regulated inhibition Horie and Irisawa (1989)

ATP-sensitive inhibition Horie et al. (1987), Findlay (1987)

- -

L-type inhibition Zhao et al. (2015)

P/Q-type - -

N-type - -

R-type - -

T-type - -

NMDA inhibition Johnson and Ascher (1990)

IP3 receptor inhibition Volpe et al. (1990)

Ryanodine receptor 1 inhibition Meissner and Henderson (1987)

Ryanodine receptor 2 inhibition Steele and Duke (2007)

divalent cation TRP TRPM7 rundown Kozak et al. (2005)

voltage-gated

voltage-gated

K
+
 channel

type

tandem pore domain

Ca
2+

-activated

Inwardly rectifying

voltage-gated

ligand-gated

Ca
2+

 channel
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1.4.2.2  酵素反応の制御 

Mg2+は 600 種以上の酵素の補酵素である。そのため、Mg2+は様々な生物化学反応に影響を与

える代謝制御因子でもあると考えられる。基本的には Mg2+の補酵素としての機能は、結合した基質に対し

てルイス酸としてはたらくことである。一般的に補因子としての Mg2+の機能 Mg2+が補酵素として機能す

るメカニズムはほとんどの場合、以下の 3 種類に分類できる（Cowan, 1995）。 

 

（１）Mg2+が中間体の安定化に寄与する 

Mg2+ + S → Mg2+–中間体 → Mg2+ + P 

 

（２）Mg2+が生成物の安定化に寄与する 

Mg2+ + SX → Mg2+–XS → Mg2+X + S 

 

（３）Mg2+が 2 つの基質と結合し、近接効果（proximity effect）により反応を促進する 

Mg2+ + S1 + S2 → S1–Mg2+–S2+ S1S2 

 

上記の 3 つに加えて、ribonuclease H, exonuclease, topoisomerase などの Mg2+が直接酵素に結合する

ことによって酵素の構造に影響を与え触媒効果をもたらす場合がある。Mg2+を必要とする酵素反応は表１

–６に示すようにさらに詳細に分類可能である（Wolf and Cittadini, 2003）。 
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 表１－６ Mg2+を必要とする酵素の主要なクラス 

 

 

 

Wolf and Cittadini（2003）より 

 

 

  

Enzyme Requirement

kinases ATP-Mg phosphate transfer

G-proteins GTP-Mg Phosphate transfer

Adenylate cyclase ATP-Mg substrate

ATPases ATP-Mg substrate

Alkaline phoshatase Mg binds and activates the enzyme

Enolase Mg binds the enzyme

Isocytrate lyase Mg-isocytrate substrate

Glutamine synthase Mg in the enzyme

Methyl aspartate Mg binds the enzyme

Pyrohosphatase Mg bound to substrate

Xylose isomerase Mg binds the enzyme

Ribulosephosphate carboxylase Mg in the enzyme
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1.4.2.3  ゲノムの安定性 

ゲノムの完全性を維持するためには DNA 複製時における遺伝情報の正確な伝達が必要である。

DNA の遺伝情報は塩基配列のチェック機構によって高い信頼性（fidelity）を保ち複製されている。Mg2+

はゲノムの安定性に寄与することが知られている。Mg2+がゲノムの安定性を維持するメカニズムとしては

（１）Mg2+がもつ DNA 修復機構関連酵素の補因子として役割と（２）Mg2+の DNA への結合による DNA

障害因子に対する競合阻害効果によって説明できる（Hartwig, 2001）。 

1976 年 Loeb らは高い信頼性をもった DNA 複製にはマグネシウムが必須であることを示した

（Sirover and Loeb, 1976; Sirover and Loeb, 1977）。Mg2+の替わりに Co2+、Mn2+、Ni2+も DNA ポ

リメラーゼ反応の補因子として機能することは可能であるが、DNA 複製の信頼性が極端に減少することが

知られている（Sirover and Loeb, 1976; Sirover and Loeb, 1977）。DNA は外的要因（紫外線、電磁放

射、高温、ウイルス、多環芳香族炭化水素、放射線治療、化学治療など）や内的要因（活性酸素種（ROS）

など）によって損傷を受ける。そのため変異確率を減らし、高い DNA 複製を維持するために細胞は様々な

DNA 修復システムを発達させてきた。そのような DNA 修復システムのうち Mg2+が重要な役割を果たす

ことがわかっている DNA 修復システムである、塩基除去修復（nucleotide excision repair; NER）、ヌク

レオチド除去修復（nucleotide excision repair; NER）、ミスマッチ修復（mismatch repair; MMR）に関

して記述する。また、Mg2+の DNA 結合による DNA 保護効果に関しては第１.４.２.４節「DNA・RNA の

安定性」にて詳細に後述する。 

 

塩基除去修復（nucleotide excision repair; NER） 

塩基除去修復は外的要因によって生じた変異の修復を担っている。また、NER は損傷塩基を含

む数十ヌクレオチドを除去することで修復を行なうため、障害部位非特異的な修復が行なわれる。この

DNA 修復プロセスは、20 種類以上のタンパク質の協調的な活動（coordinated action）によって行なわ

れる。NER 関連タンパク質の多くは、損傷部位の認識と切断に関わるタンパク質で、基本的に NER にお

ける全ての過程で Mg2+が必須の補因子としの機能を果たしている。In vitro の実験において、切断反応に

おける Mg2+の最適濃度は 4.5–7 mM であり、Mg2+非存在（0 mM）・高濃度条件（18 mM）においては

完全に反応は阻害される（Calsou and Salles, 1994）。 

 

ヌクレオチド除去修復（nucleotide excision repair; NER） 

ヌクレオチド除去修復は内的要因よって生じた変異塩基を認識して N-グリコシル結合を切断す

る DNA グリコシダーゼがはたらく。生じた脱プリン/ピリミジン部位（AP 部位）の DNA 一本鎖を AP エ

ンドヌクレアーゼが切断する。その後、生じた１塩基ギャップを DNA ポリメラーゼβが修復する。このと

き Mg2+は human AP site-specific DNA repair endonuclease（HAP1；APE もしくは Ref-1 と同義）の

補因子として機能することが知られている。また Mn2+および Ni2+も Mg2+と同様に HAP1 の補因子として

機能するが、その効率は Mg2+と比較して減少する（Mn2+：50%；Ni2+：90％）（Barzilay et al., 1995）。

その他にもさまざまな BER 関連酵素の活性には Mg2+が必要であることが報告されている（Hartwig, 

2001）。 
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ミスマッチ修復（mismatch repair; MMR） 

ミスマッチ修復は細胞が分裂する際に生じる DNA の複製エラーを修復する。このミスマッチ修

復において、ミスマッチ部位 DNA を切断する酵素 MutL の機能には Mg2+が必要であることが示されてい

る（Ban et al., 1999）。 
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1.4.2.4  DNA・RNA の安定化 

核内の Mg2+の半分以上は核酸とヌクレオチドに結合している。核酸はポリアニオンであり、負

の電荷をもったリン酸基を中和するための対イオン（counterion）が必要である。核内においては金属イ

オンが核酸と相互作用し、二重らせん構造を安定化もしくは不安定化している（Cini et al., 1984; 

Theophanides and Tajmir-Riahi, 1985; Theophanides and Anastassopoulou, 1987）。DNA と金属イ

オンの相互作用では、プリンの N7 部位、ピリミジンの N3 部位が金属イオンと化学結合を形成する（図１

–10）（Anastassopoulou and Theophanides, 2002）。Mg2+は DNA と結合することによって DNA の二

次構造、三次構造を安定化する役割を担っている（Pelletier et al., 1994）。正の電荷をもつ Mg2+は 6 つ

の水分子が配位した状態（Mg(H2O)6
2+）で DNA のリン酸基の負の電荷と引き合う。水分子が 6 個配位し

た Mg(H2O)6
2+ は N7 グアニン部位と O6 部位と水素結合を形成する（Anastassopoulou and 

Theophanides, 2002）。（Mg(H2O)6
2+）が配位した状態ではこの部位に変性因子は攻撃できなくなるため

DNA は安定化する。このように Mg2+は水分子の O-H 基の水素結合を強化する効果がある（Suh et al., 

1993; Teeter et al., 1980; Theophanides, 1984）。Na+や K+など細胞内に大量に存在する他の陽イオ

ンにおいても、同様の効果があると考えられるが、水分子の O 元素を引き付ける力が弱いため Mg2+が最

も DNA の安定化に寄与している。実際、DNA の電気泳動結果より得られた、金属イオンと水分子との親

和性は Mg2+≫Li+>Na+>K+である（Bleam et al., 1980）。そのため、生理条件下の核内で主に核酸に結合

する陽イオンは Mg2+である。 

 

図１－１０  DNA と Mg2+の相互作用 

Anastassopoulou and Theophanides（2002）より 

 

Mg2+結合は結合部位の負の電荷密度を減らし、DNA をヒドロキシラジカル（・OH）から保護す

る（Anastassopoulou and Theophanides, 2002）。また、1Åレベルの解像度における B-DNA の結晶構

造解析によって DNA の特定の塩基配列が形成する minor groove に Mg2+、Ca2+が結合することが明らか

になった（Chiu and Dickerson, 2000）。このように水和状態にある Mg2+（Mg(H2O)6
2+）は配列特異的、
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非特異的に、DNA 分子中の負の電荷を帯びた元素（O,N）との間に水素結合形成する。そして結合部位周

辺の負の電荷密度を減らし DNA の構造を安定化する。 

このように Mg2+は DNA を安定化する一方で、Mg2+は共有結合（Mg-O）を形成し DNA と結合

する場合がある。この結合によって DNA は二重らせん構造は歪曲し、部分的に崩れる（図１–11）。この

Mg2+による DNA の三次構造の歪曲は、結果的に細胞死をもたらすと考えられる（Anastassopoulou and 

Theophanides, 2002）。このように核内の Mg2+には DNA 構造の安定化効果と不安定化効果の両方があ

るが（図１–12）、通常条件の Mg2+濃度においては安定化効果が優勢であると考えられる。このことは、

適度な Mg 添加は細胞に対して保護的な効果をもたらすが、過度の Mg2+添加は細胞に対して毒性をもたら

すという相反する Mg2+の効果の原因であると考えられている（Anastassopoulou and Theophanides, 

2002）。RNA に関しても、Mg2+は核酸と相互作用することによって核酸の安定化・不安定化に寄与してい

ると考えられている（Anastassopoulou and Theophanides, 2002）。 

 

図１－１１  Mg2+の DNA に対する水素結合による保護効果と共有結合による毒性効果 

Anastassopoulou and Theophanides（2002）より 

 

図１－１２  Mg2+細胞に対して与える影響の概念図 

Anastassopoulou and Theophanides（2002）より 
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1.4.2.5  セカンドメッセンジャーとしての役割 

   Mg2+は細胞内において 2 番目に多い陽イオンであり、二価陽イオンの中では最も多く細胞質に存在

する。Mg2+は多くの酵素の補酵素としての機能を有し、細胞外シグナルに応じた G タンパク質結合型受容

体の活性化によって細胞内 Mg2+濃度は変化することも知られている。そのため、Mg2+がセカンドメッセ

ンジャーとして機能している可能性があると考えられてきた（Takaya et al., 2000）。細胞周期において、

G1 期の細胞が G1/S チェックポイントを通過し、S 期に入り DNA 合成を行う前に、タンパク質合成が活

発になる。成長因子に応答し、このときに起こる生物化学反応の全体を coordinate response と呼ぶ。

Mg2+はこの coordinate response に関わる多くの反応を活性化することが知られている。また、実際に成

長因子によって細胞質[Mg2+]はタンパク質合成に最適なレベルまで増加する。そのため、Mg2+は細胞増殖

に関わる反応を活性化する multi-target なセカンドメッセンジャーであると主張されてきた（Rubin, 

2005ab; 2007）。しかし、Ca2+のように Mg2+濃度変化が特定の酵素反応からなるシグナル経路の活性化

を“引き起こす”わけではないため、厳密な意味で Ca2+のようなセカンドメッセンジャーであるとは考えら

れていなかった。そのため、Mg2+がセカンドメッセンジャーとしての機能を果たしているかに関しては長

い間明らかにされてこなかった。しかし 2011 年、免疫系の T 細胞において、T 細胞受容体（T cell 

receptor;TCR）の活性化によって Mg2+選択的チャネル MagT1 からの Mg2+流入が引き起こされ、PLCg1

活性化を促進していることが発見された（Li et al., 2011）。この結果は、以下のセカンドメッセンジャー

の要件を満たしているため、Mg2+はセカンドメッセンジャーであることが示された。 

 

セカンドメッセンジャーの要件 

（１）細胞表面の受容体に結合する情報伝達物質に応じて急激に濃度変化をする。 

（２）一つ以上の細胞プロセスの速度を変化させる 

（３）その細胞腫ごとに異なる酵素反応に影響を与えることによって細胞腫特有の現象に影響をあたえる 

 

しかし Mg2+がセカンドメッセンジャーとしての役割を果たしている現象は、他の細胞腫においては今のと

ころ見つかっていない。 
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1.4.4.6  活性酸素種（Reactive Oxygen Species; ROS）とマグネシウム 

   酸素原子は多くの代謝プロセスにおいて電子受容体として機能を果たす（Roberfroid and 

Calderon; 1995）。生体において多くの酸素がシトクロム P450 依存的な酵素反応によって水へと変換さ

れる。シトクロム P450 は様々な基質を酸化することによって様々な役割を果たすことが知られている。

例えば、肝臓において解毒、ステロイドホルモンの生合成、脂肪酸の代謝などにも関わっている。この時

の使用される酸素の約 5％はスーパーオキシドアニオン（superoxide anion）に変換される（Fridovich; 

1984）。また、生体における反応においてスーパーアニオン、過酸化水素を最も生産する反応としてキサ

ンチンオキシダーゼ 6、NADPH/NADH オキシダーゼによる反応が知られている（Cross and Jones, 1991; 

Gamaley and Klyubin, 1999）。 

 

NADPH + O2 → NADP+ + O2+ H+ 

O2
e−

→ O2
e−,2H+

→    OH, OH− 

 

これらの反応によって生じるヒドロキシラジカル（OH）やスーパーオキサイドアニオン（O2
−）といった

中間物質は生体において毒性を示す。生体における様々な反応において、スーパーオキサイドラジカルは

生じるが、ディスムターゼ（dismutase）によって H2O2 に変換され最終的に水に変換される。しかし生体

内のラジカルや活性酸素種の産生が一定量を超えると細胞は機能を維持できなくなる。 

 

Mg2+欠乏の動物において、フリーラジカルの産生量は増加していること知られている（Weglicki 

and Phillips, 1992; Weglicki et al., 1994; 2000; Dubray and Rayssiguier, 1997）。放射線分解によっ

て活性酸素種を発生させた水溶液中における 5’-guanosine monophosphate（-5’-GMPNa2）の分解量を

Mg2+ 存 在 下 と Mg2+ 非 存 在 下 で 比 較 し た と こ ろ 、 Mg2+ 存 在 下 で は 分 解 量 は 4 割 で あ っ た

（Anastassopoulou and Dovas, 2001）。この結果は、以下の反応によって Mg2+が free radical を分解

することが示唆している。 

２O2- → O2
2+ O2  （式３） 

 

Mg2+ + O2
2- → {Mg-O2} （式４） 

 

このことは、無酸素条件下（anoxy condition）のモルモットの脳内において、Mg2+が活性酸素種の産生

を抑制するという実験結果も支持している（Anastassopoulou and Brekoulakis, 1994; Masumoto et 

al., 1992; Maulik et al., 1999; Fritz et al, 1999）。このように、Mg2+はその物理化学的特性によってラ

ジカルから生体を保護していると考えられている。 

 

  

                                                 

6尿酸代謝に関わる酵素 



41 

 

1.5 生体におけるマグネシウムイオンの測定方法 

 

1.5.1 蛍光イメージング法 

 蛍光イメージング法による Mg2+測定は、Mg2+と相互作用することによって蛍光特性が変化す

る蛍光指示薬を細胞内に導入し、蛍光特性を測定することによって細胞内 Mg2+濃度を計測する方法であ

る。この方法は生きた細胞内において遊離[Mg2+]の経時変化を測定することが可能である。この方法の欠

点として、Mg2+選択的の良い Mg2+蛍光指示薬がほとんど存在しないことである。蛍光イメージング法に

よる細胞内イオンの測定は、1970 年代後半 Roger Tsien らによる Ca2+キレーターの一部を蛍光団に置換

して作製した Ca2+蛍光指示薬を用いた測定が最初である（Tsien, 1980）。その後、Ca2+蛍光指示薬は改良

され、現在、目的に応じて様々な Ca2+指示薬を使うことができる。Mg2+蛍光指示薬に関しても、Ca2+蛍

光指示薬の時と同様のアイデアで Mg2+が開発されてきた。他の二価陽イオンと同様に、細胞内 Mg2+は遊

離型 Mg2+と結合型 Mg2+の両方の状態で存在している。細胞内のほとんどの Mg2+は核酸、ATP、タンパク

質、リン脂質などの負電荷をもった分子と結合している。他の二価陽イオンの遊離型濃度は数桁単位で変

化するが（Ca2+の場合 10 nM から 100 mM 程度）、Mg2+は sub-millimolar の範囲で維持されている。し

たがって、細胞内[Mg2+]変化を測定するためには、バックグラウンド[Mg2+]が高い中でわずかな細胞内の

[Mg2+]変化を検出する必要がある（Trapani et al., 2010）。最初に開発され現在も広く使用されている

Mg2+蛍光指示薬は APTRA（o-aminophenol-N, N, O-triacetic acid）をキレーター構造に持っている。し

かし、APTRA 構造は Ca2+に対する親和性が高く、Ca2+濃度が変化しうる条件下において APTRA 構造を

Mg2+認識部位に持つ Mg2+蛍光指示薬を用いた Mg2+イメージングは適切ではない。そこで様々な観察条

件に合わせた Mg2+蛍光指示薬が開発されてきた。表１–７にこれまで開発されてきた Mg2+蛍光指示薬の

一覧を示す。これらの Mg2+プローブによって[Ca2+]濃度変化の影響を受けない細胞内 Mg2+測定やミトコ

ンドリアなどの細胞内小器官における Mg2+測定が可能となった。また近年、開発されつつある蛍光タンパ

ク質型 Mg2+蛍光指示薬は遺伝子操作によって測定対象に導入することが可能なため、個体レベルでの長時

間 Mg2+測定を実現する可能性を秘めており、今後の開発が待たれている。 
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1.5.2 その他の Mg2+測定方法 

 

原子吸光分析法（Atomic absorption spectroscopy） 

原子吸光法は試料を高温中で原子化し、これに測定元素特有の波長に光を透過させると基底状態

の原子が光を吸収して励起状態に遷移する。この時の光の吸光度から元素濃度を測定することができる方

法である。個体試料は溶液化した後、測定に持ち込む必要がある。したがって、細胞内の総 Mg2+量の変化

や、細胞外液中に放出された Mg2+量変化の測定に用いられる（Seiler et al., 1990; Günther et al., 1990）。 

 

イオン選択性電極法 

 イオン選択性電極法は、特定のイオンのみを透過する電極を細胞に刺入し、細胞外の参照電極と

の電位差を測定することによって、ネルンストの式を用いてイオン濃度を見積もる方法である。この手法

は遊離の[Mg2+]を直接計測することができることが利点である。一方、通常の細胞において細胞内と細胞

外における[Mg2+]勾配は小さいため、測定される電位差は非常に小さいことが問題点として挙げられる。

その他にも細胞に直接電極を刺入する必要があるため技術的困難が伴うこと、イオン電極の Mg2+選択性が

低いといった問題点がある（McGuigan and Blatter, 1989; McGuigan et al., 1991; Huijgen et al., 

1999）。 

 

放射性同位体 

 Mg2+の放射性同位体である 27Mg もしくは 28Mg を細胞に取り込ませて、細胞内外での 27Mg、

28Mg の移動量を測定し、膜を介した輸送を測定することが可能である。欠点としては、半減期が短いため

用途が限られること、高価であることなどが挙げられる（Flik et al., 1993）。 

 

電子プローブマイクロアナリシス法（Electron probe microanalysis；EPMA） 

 試料に電子線を照射すると、電子と物質は強い相互作用をおこし様々な電磁波が放出される。中

でも特性 X 線は元素ごとに固有の波長を持っている。このため特性 X 線を検出することによって、試料の

表面（深さ 1 mm 程度）に含まれる元素の特定が可能である。高い空間分解能（100–200 nm も可能）で

測定することができるが、結合 Mg2+と遊離 Mg2+の区別ができないこと、凍結切片で試料調整する必要が

あるため生きた状態での試料観察はできないことが欠点として挙げられる（Somlyo et al., 1986; Bond 

et al., 1987）。 

 

31P 核磁気共鳴法（31P NMR; 31P Nuclear magnetic resonance） 

 ATP の NMR スペクトルは遊離 ATP と Mg2+と複合体を形成しているときではβ位のスペクトル

がシフトする。これを利用して 31P-NMR スペクトルから遊離 ATP、Mg-ATP 濃度を測定することができ

る。また、この結果から解離定数を用いて Mg2+濃度を見積もることが可能である。生きた細胞において経

時変化を測定することが可能である。この方法の欠点として細胞内の正確な解離定数は不明なため、正確

な[Mg2+]を見積もることは困難であることが挙げられる（Gupta et al., 1983; Iotti et al., 1996; 2000）。 
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誘導結合プラズマ質量分析（ICP-MS； inductively coupled plasma mass spectroscopy） 

 誘導結合プラズマ質量分析は、アルゴンガスに高電圧を掛けることによって生じたプラズマに高

周波数の変動磁場による渦電流を流し試料を高温（6000～10000K）に加熱する。これによって生成した

気体原子を質量分析計に導入することによって元素の同定、定量を行う方法である。これによって少量の

試料に対しても高感度で Mg2+量を測定することができる（Yasui and Ota, 1998）。 
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1.6 本研究の目的 

前述したように、生体内、特に神経系における Mg2+の重要性は多くの研究によって報告されて

いる。しかしながら神経細胞における Mg2+の調節機構に関してほとんどわかっていない。そこで本論文に

おいては、神経細胞の Mg2+調節機構を解明することを目的として行った研究成果を報告する。 
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第 2 章 一酸化窒素による細胞内 Mg2+

動員 

 

概要 

神経細胞の細胞内 Mg2+制御機構に対して一酸化窒素（NO）が関与しているかどうかを解明する

ことを目的として、マグネシウムイオン選択的蛍光指示薬 KMG-104 を用いた蛍光イメージング法によっ

てラット海馬神経細胞内の Mg2+濃度変化の解析を行った。その結果、NO/cGMP/PKG シグナル経路の活

性化はミトコンドリア ATP 作動性カリウムチャネル（mitoKATP チャネル）活性化を介し、ミトコンドリア

脱分極をともなって、ミトコンドリアから細胞質への Mg2+放出を引き起こすことがわかった。さらに、こ

の Mg2+放出は mitoKATP チャネル活性化、ミトコンドリア脱分極、PKC 活性化からなるポジティブフィー

ドバック経路を介して増強されることがわかった。 

 

2.1 はじめに 

細胞内の主要な Mg2+貯蔵器官はミトコンドリアであり（Kubota et al., 2005）、ATP 合成、電

子伝達系、活性酸素の解毒などのミトコンドリアの基本的な機能は Mg2+の影響を受ける（Wolf et al., 

2008）。ミトコンドリアへの過剰な Ca2+の取り込みは神経毒性の原因であることが知られているが、細胞

質中の Mg2+はミトコンドリアの Ca2+取り込みを阻害する（Szanda et al., 2009; Pradhan et al., 2011; 

Racay, 2008）。偏頭痛、アルツハイマー病、パーキンソン病などの神経系疾患において、Mg2+は重要な機

能を果たすことが示唆されている（Yasui et al., 1992; Boska et al., 2002; Andrasi et al., 2005; 

Hashimoto et al., 2008）。特に、パーキンソン病患者の脳内の Mg2+は健常者と比較して少ないことや

（Yasui et al., 1992）、食事における Mg2+摂取量が少ないとパーキンソン病の発症率が高くなることが知

られており（Miyake et al., 2011; Oyanagi et al., 2006）、パーキンソン病の病態と脳内の Mg2+量は密

接な関係があると考えられる。 

パーキンソン病患者の脳において、一酸化窒素合成酵素（neuronal Nitric Oxide Synthase；

nNOS）が過剰発現しており（Eve et al., 1998）、nNOS 遺伝子欠損マウスはパーキンソン病誘導薬 MPTP

の毒性に対してより耐性を有している（Predborski et al., 1996）。一方で、一酸化窒素は cGMP/PKG シ

グナル経路を活性化し、ミトコンドリアの ATP 作動性カリウムチャネル（mitoKATP チャネル）を調節する

（Chai and Lin, 2010）。mitoKATP チャネルの活性化は in vitro、in vivo のパーキンソン病モデルにおけ

る神経細胞障害を抑制することがわかっている（Zhou et al., 2008; Yang et al., 2006）。また、ラット

の食事における Mg2+欠乏は一酸化窒素合成酵素の活性化すること（Shah et al., 2011）、パーキンソン病
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誘導薬 MPTP の活性型代謝物である MPP+によってミトコンドリア内の Mg2+濃度は徐々に減少すること

など（Shindo et al., 2011）、様々な研究によって一酸化窒素シグナル及び細胞内 Mg2+とパーキンソン病

の関わりが示唆されているが、一酸化窒素シグナルが細胞内[Mg2+]（[Mg2+]i）に与える影響に関してはほ

とんどわかっていない。そこで、一酸化窒素シグナルと細胞内 Mg2+の関係を明らかにすることを目的とし

て、一酸化窒素刺激時の[Mg2+]i 動態の計測をおこなった。 
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2.2 実験手法 

2.2.1 ラット海馬神経細胞の分散培養 

妊娠 18 日目の wister rat から摘出した胎児ラットの脳（図 2–S1）から海馬 CA1 領域を取り

出し（図 2–S2）、氷冷した PBS(－)に速やかに入れた。そして、神経細胞分散キット（Sumitomo Bakelite, 

Tokyo, Japan）を用いて分散し、poly-L-lysine を一晩コーティングしたガラスベースディッシュのガラ

ス面に 40×104 個 / ml の神経細胞溶液を 200 mL ずつ播種した。翌日に 1.8 mL の培養液を添加した。な

お、培養液は Neuro Basal に 2 mM グルタミン、0.5% ペニシリン・ストレプトマイシン、B-27 

supplement を添加したものを用いた。 

 

図 2–S1 胎児からの脳摘出 

（Fath et al., 2008） 

 

図 2–S1 胎児からの脳摘出 

（a）妊娠 18 日目のラットの腹部を切開し、子宮ごと胎児を摘出する。 

（b）子宮から胎児を取り出す 

（c）ラットの頭部を動かないように固定する 

（d）頭蓋骨に切込みを入れる 

（e）頭蓋骨の切れ目から脳を摘出する 
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図 2–S2 脳からの海馬摘出 

（Fath et al., 2009） 

 

 

図 2–S2 脳からの海馬摘出 

（a–c）脳の半球部分に分ける 

（d）血管を含む膜を取り除く 

（e–j）海馬部位を摘出する 
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2.2.2  蛍光指示薬の負荷 

5－7 日間培養したラット海馬神経細胞に KMG-104-AM（5 mM）を培養液に添加し、37℃の

CO2 インキュベータ内で 30 分間静置した。そして、NaOH と HEPES（5 mM）を用いて pH7.4 に調製し

た Hank’s balanced salt solution（HBSS）を用いて 2 回洗浄し、KMG-104-AM の acetoxymethy ester

を加水分解するために 37℃の CO2インキュベータ内で 15 分間静置した。阻害剤前処理条件や Mg2+-free、

Ca2+-free 条件下における実験においては、それぞれの条件の細胞外液で加水分解処理をおこなった。

KMG-104 とその性質を図 2–S3 に示した。 

 

 

図 2–S3 KMG-104 とその性質 

 

図 2–S3 KMG-104 とその性質 

（A）KMG-104-AM の 10 mM ストック 

（B）KMG-104-AM および KMG-104 の化学構造式 

（C）KMG-104 の吸収スペクトルと蛍光スペクトル 

（D）KMG-104 の蛍光強度のイオン（Mg2+, Ca2+, Na+, K+）濃度依存性 

（Komatsu et al., 2004） 
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2.2.3  共焦点顕微鏡による蛍光イメージング 

蛍光イメージング法は共焦点レーザー顕微鏡（FluoViewFV1000；オリンパス社、東京、日本）

を用いておこなった。KMG-104 と TMRE の同時イメージングはアルゴンレーザーによる 488 nm とヘリ

ウムネオンレーザーによる 559 nm の波長で同時励起し、560 nm のダイクロイックミラーで分離した。

そして、500–540 nm の蛍光を KMG-104 シグナル、600–700 nm の蛍光を TMRE シグナルとして取得

した。それぞれの蛍光画像は FluoView software package を用いて取得・解析を行った。データの定量化

に関して、手動で決定した関心領域（Region of Interest；ROI）内の平均蛍光輝度を蛍光強度として算出

した。 
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2.3 実験結果 

2.3.1 NO/cGMP/PKG シグナル経路を介した[Mg2+]i 上昇 

KMG-104 を負荷したラット海馬神経細胞に一酸化窒素（NO）の供給剤である SNAP（100 mM）

を添加したところ、KMG-104 シグナルの上昇が確認された（図 2–1; A 上, B 上）。一酸化窒素は cGMP 生

成を誘導することが知られているため、cGMP がこの[Mg2+]i 上昇に関与しているかどうかを調べるために

cGMP の膜透過型アナログである 8-Br-cGMP（100 mM）を添加した。その結果、SNAP 添加と同様に、

8-Br-cGMP 添加によって[Mg2+]i が上昇することがわかった（図 2–1; A 下, B 下）。また、cGMP の下流

分子として知られる PKG の阻害剤 KT5823（5 mM）で前処理した細胞において 8-Br-cGMP（100 mM）

刺激を行ったところ、[Mg2+]i 上昇は抑制されることがわかった（図 2–1; C）。これらの結果より、

NO/cGMP/PKG シグナル経路の活性化は細胞内 Mg2+動員を誘導することがわかった。 
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図２–１ NO/cGMP/PKG 経路の活性化による細胞内[Mg2+]動員 

（A）一酸化窒素供給剤 SNAP（100 mM）刺激（上）および cGMP 膜透過型アナログ 8-Br-cGMP（100 

mM）刺激（下）に対するラット海馬神経細胞における KMG-104 の蛍光輝度変化率の様子の一例を示した。

画像上に示した時間における蛍光輝度変化率を擬似カラーで示した。スケールバーは 50 mm を示す。 

（B）分散培養したラット海馬神経細胞に対して、SNAP（上）刺激および 8-Br-cGMP（下）刺激を行なっ

たときの KMG-104 の蛍光輝度変化率の経時変化を示した。SNAP 刺激（n = 116; N = 7）、8-Br-cGMP

刺激（n = 132, N = 8）はそれぞれ細胞内[Mg2+]上昇を引き起こした。グラフの実線は平均値、エラーバ

ーは標準誤差（SEM）を表す。 

（C）PKG 阻害剤 KT5823（5 mM）を前処理によって 8-Br-cGMP（100 mM）刺激による細胞内[Mg2+]上

昇は通常条件における細胞内[Mg2+]上昇（n = 132, N = 8）と比較して抑制された（n = 57, N = 3）。

棒グラフは刺激後 10 分間の最大値の平均値、エラーバーは標準誤差（SEM）を表す。 
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2.3.2 ミトコンドリアからの Mg2+放出 

一酸化窒素による[Mg2+]i の上昇の Mg2+供給源が細胞内もしくは細胞外かを明らかにすること

を目的として、細胞外 Mg2+を含まない Mg2+-free 条件下において SNAP（100 mM）刺激を行ったところ、

Mg2+-free 条件下においても[Mg2+]i 上昇が確認された（図 2–2；A）。この結果より、一酸化窒素による

[Mg2+]i 上昇は細胞内 Mg2+貯蔵器官からの放出が原因であることが示された。我々の研究グループの先行

研究において、細胞内の主要な Mg2+貯蔵器官はミトコンドリアであることや、ミトコンドリア脱共役剤

FCCP添加はミトコンドリアからのMg2+の放出を誘導することを明らかにしてきた（Kubota et al., 2003；

2005；Shindo et al., 2010; 2011）。そこで一酸化窒素による Mg2+動員の原因がミトコンドリアからの

Mg2+放出が原因であるかどうかを明らかにすることを目的として、FCCP（5 mM）添加後に SNAP（100 

mM）刺激を行った時の[Mg2+]i 動態の計測を行った。FCCP 添加後[Mg2+]i 上昇が観察されたが、その後の

SNAP 刺激においては[Mg2+]i 上昇は観察されなかった（図 2–2B, C）。この結果は、FCCP 刺激によって

ミトコンドリア内 Mg2+が枯渇した状態では[Mg2+]i 上昇はされないことを示している。つまり、一酸化窒

素による[Mg2+]i 上昇の原因はミトコンドリアからの Mg2+放出が原因であることがわかった。 
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図２–２ 一酸化窒素による Mg2+動員の Mg2+供給源はミトコンドリア 

（A）通常の細胞外液（normal; n = 116, N = 7）と Mg2+を含まない細胞外液（Mg2+-free; n = 103, 

N = 5）において SNAP（100 mM）刺激したときの Mg2+応答のピーク値を比較したところ Mg2+応答のピ

ーク値に有意な差はなかった。棒グラフは Mg2+応答のピーク値の平均値、エラーバーは標準誤差（SEM）

を表す。 

（B）ミトコンドリア脱共役剤 FCCP（5 mM）を添加しミトコンドリアからの Mg2+放出を誘導した後、

SNAP（100 mM）刺激を行なったときの KMG-104 蛍光強度変化率の経時変化を示した。グラフの実線は

平均値、エラーバーは標準誤差（SEM）を表す。 

（C）FCCP 添加によるミトコンドリアの Mg2+放出を誘導した細胞において、SNAP（100 mM）刺激を行

なったときの刺激前後の KMG-104 蛍光強度変化率を比較した（n = 78, N = 5）。その結果、SNAP 刺激

の前後では KMG-104 の蛍光強度変化率には差はなかった。このことは一酸化窒素による細胞内[Mg2+]上

昇の Mg2+供給源はミトコンドリアであることを示している。棒グラフは蛍光強度変化率のピーク値の平均

値、エラーバーは平均誤差（SEM）を表す。 
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2.3.3 ミトコンドリア膜電位の関与 

FCCP による[Mg2+]i 増加にはミトコンドリア内膜の膜電位の脱分極が関わっていることが知ら

れている（Kubota et al., 2003；Shindo et al., 2010）。そこで、NO/cGMP/PKG 経路に活性化による

[Mg2+]i 上昇に伴ってミトコンドリア膜電位の脱分極が起こるかどうかを明らかにすることを目的として、

細胞内 Mg2+蛍光指示薬 KMG-104 と膜電位感受性色素 TMRE を用いて SNAP、8-Br-cGMP 刺激時の

[Mg2+]i とミトコンドリア膜電位（m）の同時イメージングを行った。その結果、SNAP（5 mM）及び 8-

Br-cGMP（100 mM）刺激はそれぞれ、ミトコンドリア脱分極を誘導することがわかった（図 2–3）。この

結果は、NO/cGMP/PKG 経路の活性化による[Mg2+]i 放出にはミトコンドリアの脱分極を伴っていること

がわかった。 

 

 

図２–３ NO/cGMP/PKG 経路の活性化によるミトコンドリアの脱分極 

ミトコンドリア膜電位感受性色素 TMRE を負荷した細胞に対して、SNAP 刺激、8-Br-cGMP 刺激を行なっ

たときのミトコンドリア膜電位の経時変化を示した。SNAP 刺激（n = 13, N = 4）、8-Br-cGMP 刺激（n 

= 27, N = 4）はそれぞれミトコンドリア膜電位の脱分極を引き起こした。 
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2.3.4 ミトコンドリアの Mg2+放出への mitoKATP チャネルの関与 

PKG 活性化の下流で活性化され、ミトコンドリア脱分極を誘導するものとしてミトコンドリア

の ATP 作動性カリウムチャネル（mitoKATP チャネル）の活性化が知られている（Chai and Lin；2010）。

mitoKATPチャネル活性化が NO/cGMP/PKG 経路活性化による[Mg2+]i上昇に関与しているかどうかを明ら

かにすることを目的として、まず mitoKATP チャネルの開口剤 diazoxide 刺激の[Mg2+]i 動態とミトコンド

リアの膜電位（m）を計測した。その結果、diazoxide 添加によって[Mg2+]i 上昇とミトコンドリアの脱

分極が観察された（図 2–4；A, B）。また、mitoKATP チャネルの阻害剤 5-HD（500 mM）の前処理によっ

て、SNAP（100 mM）、8-Br-cGMP（100 mM）、diazoxide（50 mM）刺激による[Mg2+]i 増加はそれぞれ

抑制された（図 2–4；C）。さらに、PKG 阻害剤 KT5820（5 mM）前処理では diazoxide による[Mg2+]i 上

昇は抑制されなかった（図 2–4；D）。これらの結果より、NO/cGMP/PKG 経路の下流で mitoKATP チャネ

ル活性化が起こり、ミトコンドリアからの Mg2+放出が誘導されることがわかった。 
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図２–４ NO/cGMP/PKG シグナルを介したミトコンドリア ATP 作動性 K+チャネル活性化による細胞

内[Mg2+]上昇 

（A）ミトコンドリアの ATP 作動性 K+チャネル（mitoKATP チャネル）開口剤 diazoxide（50 mM）刺激に

対する海馬神経細胞の KMG-104 蛍光強度変化率の様子の一例を示した。画像上に示した時間における蛍

光強度変化率を擬似カラーで示した。スケールバーは 50 mm で示す。 

（B）海馬神経細胞に対して diazoxide（50 mM）刺激を行なったときの KMG-104 の蛍光輝度変化率の経

時変化を示した。diazoxide 刺激は細胞内[Mg2+]上昇を引き起こした。グラフの実線は平均値、エラーバ

ーは標準誤差（SEM）を表す。 

（C）mitoKATP チャネル阻害剤 5-HD（500 mM）を前処理した海馬神経細胞において SNAP（100 mM）刺

激（n = 83, N = 4）、8-Br-cGMP（100 mM）刺激（n = 72, N = 4）、diazoxide（50 mM）刺激（n = 

62, N = 4）による細胞内[Mg2+]上昇は通常条件下における SNAP 刺激（n = 116, N = 7）、8-Br-cGMP

刺激（n = 132, N = 8）、diazoxide 刺激（n = 125, N = 8）と比較して抑制された。この結果は

NO/cGMP/PKG 経路活性化による[Mg2+]上昇は mitoKATP チャネルの活性化を介していることを示してい

る。棒グラフは蛍光輝度変化率のピーク値の平均値、エラーバーは標準誤差（SEM）を表す。 

（D）PKG 阻害剤 KT5823（5 mM）を前処理した海馬神経細胞において diazoxide（50 mM）刺激による

細胞内[Mg2+]上昇は通常条件下における diazoxide 刺激に対する[Mg2+]上昇と同様に起こった。この結果

は、mitoKATP チャネル活性化による[Mg2+]上昇はシグナル伝達経路において PKG 活性化の下流で起こっ

ていることを示している。棒グラフは蛍光輝度変化率のピーク値の平均値、エラーバーは標準誤差（SEM）

を表す。 
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2.3.5 PKC 活性化を介したポジティブフィードバック経路の関与 

mitoKATP チャネル活性化は活性酸素種（Reactive Oxygen Species；ROS）産生を誘導し、生

成された ROS は PKC を活性化し（Costa and Garlid, 2008）、活性化された PKC は mitoKATP チャネルの

さらなる活性化を誘導する（Grover, 2006; O’Rourke, 2000； Hassouna et al., 2004）。このシグナル

経路はポジティブフィードバック経路として機能し、mitoKATP チャネルの強力で持続的な活性化をもたら

すことが知られている（Costa and Garlid, 2008；O’Rourke, 2000；Costa et al., 2006）。そこで、こ

のポジティブフィードバック経路が NO/cGMP/PKG 経路を介したミトコンドリアからの Mg2+放出の増強

に関与しているかどうかを明らかにすることを目的として、PKC 阻害剤 Go6987（10 mM）前処理した神

経細胞において SNAP 及び diazoxide 刺激時の[Mg2+]i 応答を計測した。その結果 PKC 阻害剤条件におい

て、SNAP（100 mM）、diazoxide（50 mM）刺激による[Mg2+]i 増加は抑制された（図 2–5）。その結果、

PKC 活性化からなるポジティブフィードバック経路は NO/cGMP/PKG 経路活性化を介した mitoKATP チャ

ネル活性化によるミトコンドリアからの Mg2+放出増強に寄与していることがわかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図２–５ PKC 活性化を介したポジティヴフィードバック経路の関与 

PKC 阻害剤 Go6987（10 mM）を前処理した海馬神経細胞において SNAP（100 mM）刺激（n = 87, N = 

6）、diazoxide（50 mM）刺激（n = 86, N = 7）による細胞内[Mg2+]上昇は通常条件下における SNAP 刺

激（n = 116, N = 7）、diazoxide 刺激（n = 125, N = 8）と比較して抑制された。この結果は NO/cGMP/PKG

経路活性化による[Mg2+]上昇は PKC を介したポジティヴフィードバック経路の影響を受けていることを

示している。棒グラフは蛍光輝度変化率のピーク値の平均値、エラーバーは標準誤差（SEM）を表す。 
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2.4 考察 

本研究において、NO/cGMP/PKG 経路を介した mitoKATP チャネルの活性化を介した[Mg2+]i 上

昇を示した。mitoKATP チャネルの活性化は PKC 活性化を介したポジティヴフィードバック経路によって

増幅されていることを示した。cGMP/PKG シグナル経路によって mitoKATP チャネルが制御されているこ

とは以前から知られている（Chai and Lin, 2010; Costa and Garlid, 2005）。さらに mitoKATP チャネル

の活性化が ROS 産生を誘導し（Oldenburg et al., 2004）、ミトコンドリアの脱分極を誘導する（Park et 

al., 2011）ことも先行研究と一致している。今回、一酸化窒素、cGMP 経路がミトコンドリアから Mg2+放

出とミトコンドリア脱分極を誘導することを示した。一酸化窒素はチトクロム c オキシダーゼに結合する

ことによってミトコンドリアの呼吸鎖を阻害する一方で、mitoKATP チャネルを阻害した状態で一酸化窒素

刺激をおこなってもミトコンドリアから Mg2+放出は起こらなかったことより、一酸化窒素によるミトコン

ドリアの呼吸鎖の阻害がミトコンドリアからの Mg2+放出の原因ではないことがわかる。FCCP によってミ

トコンドリアの Mg2+を枯渇させた状態で一酸化窒素刺激をおこなっても、さらなる Mg2+放出は起こらな

かった。ミトコンドリアの脱分極がミトコンドリアからの Mg2+放出の原因になっているかどうかは不明で

あるが、これらの結果はミトコンドリアの膜電位がミトコンドリアの Mg2+制御機構と関連があることを示

唆している。同様の現象はグルタミン酸によるミトコンドリア放出においても確認されている（Shindo et 

al., 2010）。 

mitoKATP チャネルの活性化はパーキンソン病（Tai et al., 2003; Hu et al., 2005）、外傷性脳

損傷（Jiang et al., 2013）、虚血性障害（Ardehali and O’Rouke, 2005）の疾患モデルにおいて細胞の保

護効果があることが知られている。最近の研究において mitoKATP チャネルの活性化は神経細胞を細胞スト

レスから保護する効果が報告されている（Busija et al., 2004; 2008; Xie et al., 2010）。しかし、mitoKATP

チャネルの神経保護効果のメカニズムに関しては、ミトコンドリア脱分極がミトコンドリアへの Ca2+流入

を抑えることによって細胞死を防いでいることが示唆されている（Ardehali and O’Rouke, 2005）が、そ

の詳細はいまだ明らかになっていない。細胞内 Mg2+は ROS を減少させ、細胞死を誘導するシグナルであ

る p38 mitogen-activated protein kinase（MAPK）、c-Jun- N-terminal kinase （JNK）の活性を緩和

することによって細胞の生存に関わっていることが知られている（Hsiang-Chin et al., 2012）。mitoKATP

チャネルの活性化、ROS 産生、PKC 活性化によるポジティヴフィードバック経路はミトコンドリアの Mg2+

放出に関わっているが、ミトコンドリアのマトリックスにおける Mg2+は mitoKATP チャネルの活性化を阻

害していることが知られている（Bednarczyk et al., 2005）。そのため、ミトコンドリアから Mg2+が放出

されることは mitoKATP チャネルの活性化を誘導するポジティヴフィードバック経路を形成していること

も考えられる。このようにミトコンドリアからの Mg2+放出は 2 つのポジティヴフィードバック経路によ

って活性化して持続的な[Mg2+]上昇を維持していると考えられる。[Mg2+]i 上昇が ROS を減少させるのに

十分なレベルまで上昇すると、ROS によるポジティヴフィードバック経路が機能しなくなるため、ミトコ

ンドリアからの Mg2+放出は収まると考えられる。実際、diazoxide による mitoKATP チャネルの活性化は

紫外線による MAPK 活性化を抑制すること（Cao et al., 2007）や、ロテノンによる細胞ストレス時のミ

クログリアにおける p38/JNK シグナルの活性化を抑制する（Cao et al., 2007）ことが知られている。こ
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れらの事実より NO/cGMP/PKG シグナルによる Mg2+動員は神経細胞の生存を制御していると考えられる。 

 

2.5 第２章のまとめ 

 第 2 章においては、神経伝達物質である一酸化窒素は cGMP、PKG 経路を介してミトコンドリ

アの ATP 作動性 K+チャネルを活性化することによってミトコンドリアからの Mg2+放出を誘導することを

示した。このミトコンドリアからの Mg2+放出にはミトコンドリアの脱分極が伴っていることを示した。ま

た、ミトコンドリアの ATP 作動性 K+チャネルの活性化はミトコンドリア脱分極の誘導、活性酸素種

（Reactive Oxygen Species；ROS）の産生、PKC の活性化を介した制御機構の影響を受けて、ミトコン

ドリアからの Mg2+放出を調節していることも明らかにした。ミトコンドリアから Mg2+が放出されること

を明らかにしたが、ミトコンドリアの Mg2+制御に関しては未だ不明な点が多く今後の研究が期待されてい

る。 
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第 3 章 神経脱分極による Mg2+動員 

 

概要 

先行研究において、いくつかのストレス条件において細胞内[Mg2+]が変化することが明らかに

なってきた。そこで本研究では通常の神経活動において細胞内[Mg2+]が変化するかを明らかにすることを

目的として、マグネシウムイオン選択的蛍光指示薬 KMG-104 を用いた蛍光イメージング法によってラッ

ト海馬神経細胞内の Mg2+濃度変化の解析を行った。その結果、電流刺激・薬剤刺激による脱分極誘導時、

自発活動時において細胞外から Mg2+の流入が起こることによって細胞内[Mg2+]が上昇することが明らか

になった。この結果は通常の神経活動時に起こる[Mg2+]変化が神経機能を調節していることを示唆した。 

 

3.1 はじめに 

中枢神経系において、脳内の Mg2+量を上昇させると記憶と学習の能力が向上することが知られ

ている（Slutsky et al., 2010）。単一神経細胞レベルにおいても、[Mg2+]i 変化は電気シナプスの可塑性を

制御することがわかっている（Palacios-Prado et al., 2013; 2014）。これらの事実は細胞内 Mg2+は神経

活動の重要な調節因子であることを示している。しかし神経活動における細胞内[Mg2+]（[Mg2+]i）変化に

関してはほとんど調べられてこなかった。 

 先行研究によってラット海馬神経細胞において神経興奮毒性の原因となる高濃度のグルタミン

酸刺激にによるミトコンドリアへの Ca2+流入は、ミトコンドリアからの Mg2+放出を引き起こすこと

（Shindo et al., 2010）、低酸素刺激は transient receptor potential melastatin 7（TRPM7）を介して

Mg2+流入を引き起こすこと（Zhang et al., 2011）が知られている。これらストレス条件において Mg2+

動員であるが、生理条件下の通常の神経細胞において細胞内[Mg2+]変化が起こるかどうかに関してはわか

っていない。Mg2+蛍光指示薬 mag-Fura-2 を用いた実験によって、興奮性神経伝達物質グルタミン酸や、

神経細胞脱分極剤 veratridine（Brocard et al., 1993）、高濃度 KCl 刺激（Kato et al., 1998; Gotoh et 

al., 1999）によって神経細胞内で Mg2+動員が誘導されることは報告されていた。しかしながら、従来の

Mg2+プローブは Mg2+選択性が低く、[Ca2+]i 変化に関しても応答してしまうため、神経興奮などの[Ca2+]i

上昇を伴う現象においては、正確な[Mg2+]i 変化を計測するときには注意が必要である（Stout and 

Reynolds, 1999）。そこで、我々の研究グループは生きている細胞内において [Ca2+]i 変化の影響を受け

ずに[Mg2+]i 動態を計測するための蛍光イメージング法の開発をおこなってきた（Suzuki et al., 2002; 

Komatsu et al., 2005; Shindo et al., 2011; Fujii et al., 2014）。我々のグループが開発した KMG-104

は[Ca2+]i 動態の影響を受けずに[Mg2+]i 動態を測定することが可能である（Komatsu et al., 2005; 

Trapani et al., 2010）。そこで、本研究では神経活動内において[Mg2+]が変化するかどうかを解明するこ

とを目的として研究を行った。 
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3.2 実験手法 

3.2.1 ラット海馬神経細胞の分散培養 

 本章の実験で用いたラット海馬神経細胞は本論文、第２章に記載する方法で用意した。 

 

3.2.2 蛍光指示薬の負荷 

   5－7 日間培養したラット海馬神経細胞に KMG-104-AM（5 mM）、FuraRed-AM（5 mM）を培養液

に添加し、37℃の CO2 インキュベータ内で 30 分間静置した。そして、NaOH と HEPES（5 mM）を用い

て pH7.4 に調整した Hank’s balanced salt solution（HBSS）を用いて 2 回洗浄し、KMG-104-AM の

acetoxymethy ester を加水分解するために 37℃の CO2 インキュベータ内で 15 分間静置した。阻害剤前

処理条件や Mg2+-free、Ca2+-free 条件下における実験においては、それぞれの条件の細胞外液で加水分解

処理をおこなった。 

 

3.2.3  共焦点顕微鏡による蛍光イメージング 

   蛍光イメージング法は共焦点レーザー顕微鏡（FluoViewFV1000；オリンパス社、東京、日本）を

用いておこなった。KMG-104 と FuraRed の同時イメージングはアルゴンレーザーによる 488 nm4 の波

長で励起し、560 nm のダイクロイックミラーで分離した。そして、500–560 nm の蛍光を KMG-104 シ

グナル、630–730 nm の蛍光を FuraRed シグナルとして取得した。それぞれの蛍光画像は FluoView 

software package を用いて取得・解析を行った。データの定量化に関して、手動で決定した関心領域

（Region of Interest；ROI）内の平均蛍光輝度を蛍光強度として算出した。 
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3.3 実験結果 

3.3.1 電流刺激による神経活動と同時に起こる細胞内 Mg2+濃度の上昇 

神経活動時の[Mg2+]i 動態を計測することを目的として、リアルタイム Mg2+イメージングを行

っている神経細胞に対して直接電流刺激を可能にする実験系を作製した（Tanamoto et al., 2015）。まず、

神経細胞の蛍光イメージングと電気刺激を同時に行うために、導電性かつ透過性の ITO フィルムを形成し

たガラス電極を作製した。作製した ITO ガラス電極上で初代培養したラット海馬神経細胞に KMG-104-

AM と FuraRed-AM を負荷し、細胞内[Mg2+]と細胞内[Ca2+]動態を可視化した（図 3–1A）。先行研究に

おいて、Mg2+感受性色素 mag-fura-2 を負荷した神経細胞において、興奮性神経伝達物質であるグルタミ

ン酸、Na+チャネル開口剤 veratridine による Mg2+動員（Brocard et al, 1993）や、神経脱分極刺激であ

る高濃度 KCl 刺激による Mg2+動員（Kato et al., 1997；Gotoh et al., 1999）が報告されている。しか

し、従来の Mg2+指示薬は Mg2+選択性が低く Ca2+濃度変化も検出することが知られているため、[Ca2+]i

変化が大きい細胞における使用は注意を要する。実際、神経細胞において、グルタミン酸、veratridine、

高濃度 KCl といった刺激細胞外からの Ca2+流入を引き起こすことが知られており、Mg2+測定における

Ca2+による干渉は無視できない。しかし本研究で使用した KMG-104 は Ca2+の影響を受けずに細胞内

[Mg2+]動態の測定が可能である。電流刺激に応じた Ca2+応答が観察されたことより、ITO 電極による電流

刺激は神経活動の誘発に成功した。そして Ca2+応答を示したタイミングで Mg2+応答も観察された（図 3–

1B）。また、この時の Ca2+応答と Mg2+応答に相関はなかった（図 3–1C）。また、統計的にも Mg2+は応答

していることが確認できた（図３–1D）。 
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図３–１ 電流刺激による神経活動時の細胞内 Mg2+動員 

（A）ITO ガラス電極上に播種したラット海馬神経細胞の染色画像（左：KMG-104；右：Fura Red）を示

した。KMG-104 と Fura Red の蛍光強度を擬似カラーで示した。スケールバーは 50 mm を示す。 

（B）分散培養したラット海馬神経細胞に対して、ITO ガラス電極を介した電流刺激を行なったときの刺激

電流強度（青色）、KMG-104（黒色）及び Fura Red（赤色）蛍光強度変化率の経時変化の一例を示した。

電流刺激のタイミングで細胞内[Ca2+]上昇（Fura Red 蛍光強度の減少）が引き起こされていることは電流

刺激が神経活動を誘発していることを示している。また、ほぼ同じタイミングで細胞内[Mg2+]上昇（KMG-

104 蛍光強度の増加）が引き起こされることがわかった。 

（C）電流刺激による Mg2+の応答強度（Ca2+応答開始後 8.8–13.2 秒における蛍光強度変化率の平均）と

Ca2+の応答強度（Fura Red 蛍光強度減少のピーク値）の関係を示した。また Mg2+の応答強度と Ca2+の

応答強度に相関はなかった（r = 0.037, p > 0.1）。 

（D）Ca2+応答の開始タイミング前後（−10–30 秒）の[Ca2+]および[Mg2+]動態を示した（上）。グラフの

実線は平均値、エラーバーは標準誤差（SEM）を表す。−7.5 秒における KMG-104 の蛍光強度変化率と任

意のタイミングの蛍光強度変化率の t-検定による p 値を示した。また、Benferroni 補正を行なったときの

有意水準を赤い帯で示した。 
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3.3.2 電流刺激の強度と Mg2+応答の関係 

電気的刺激に対する[Mg2+]i 増加と[Ca2+]i 増加の強度には相関がなかった（図 3–1C）。ITO 電

極で加える電流刺激の強度と Mg2+応答と Ca2+応答の大きさの関係を調べることを目的として、様々な強

度の電流刺激を加えた時の Mg2+応答と Ca2+応答を同時計測した（図 3–2A）。その結果、刺激強度と Ca2+

応答の大きさに強い相関が見える細胞（図 3–2B、r > 0.5）の Mg2+応答でさえ、刺激強度と相関は見ら

れなかった（図 3–2C）。 
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図３–２ 刺激強度と Mg2+応答の強度、Ca2+応答の強度の相関 

（A）分散培養したラット海馬神経細胞に対して、ITO ガラス電極を介して徐々に刺激強度を増加させて電

流刺激を行なったときの刺激電流強度（青色）、KMG-104（黒色）及び Fura Red（赤色）蛍光強度変化率

の経時変化の一例を示した。 

（B）ITO 電極による電流刺激の強度と Ca2+応答の大きさの関係をグラフに示した。刺激強度と Ca2+応答

の大きさに相関が見られる細胞の代表的な応答を示した（r > 0.5）。 

（C）ITO 電極による電流刺激の強度と Mg2+応答の大きさの関係をグラフに示した。刺激強度と Ca2+応

答の大きさに相関が見られる細胞においても刺激強度と Mg2+応答には相関が見られなかった（R = −

0.023; p = 0.68）。 
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3.3.3 神経細胞の自発活動による Mg2+流入 

神経活動に伴う[Mg2+]i 上昇に関して、自発的な神経活動おいても[Mg2+]i 上昇が起こるかどう

かを調べた。先行研究において電位依存性 K+チャネルの阻害は神経細胞の興奮性を増強することが知られ

ている（Johnston et al., 2010）。電位依存性 K+チャネルの阻害剤である Tetraethylammonium（TEA；

10 mM）を添加することによって、神経細胞の興奮性を増強し自発発火の頻度を増加させた。TEA 処理に

よって神経細胞の興奮性が増強しているかどうかを確認するために、蛍光エネルギー転移（Fluorescence 

resonance energy transfer；FRET）型の膜電位感受性蛍光タンパク質（Voltage sensitive fluorescent 

protein；VSFP2.42；Akemann et al., 2012）を用いて、神経細胞の膜電位イメージングをおこなった（図

3–3A 左）。単発のスパイクを検出するために 1 ミリ秒単位の膜電位変化の計測をおこなうことを目的とし

て、線走査（line-scanning）による計測をおこなった。その結果、TEA 添加によって神経細胞の発火数は

増加することがわかった（図 3–3A 右）。次に、TEA 添加条件下で KMG-104 と FuraRed-AM を用いて、

海馬神経細胞における[Mg2+]i と[Ca2+]i の同時計測をおこなった。その結果、それぞれの細胞において非

同期的で散発的な Ca2+自発活動が観察された（図 3–3B；黒線：Mg2+，赤線：Ca2+）。Ca2+応答を示した

タイミング、つまり神経活動時の[Mg2+]i 動態を解析することを目的として、Ca2+応答のタイミングを時刻

0 としてタイミングをそろえた[Mg2+]i 動態と[Ca2+]i 動態の平均を算出した（図 3–3D）。Ca2+応答のタイ

ミングから徐々に[Mg2+]i 増加が起こっていることがわかった（図 3–3D）。その結果より、神経細胞の自

発的な活動において[Mg2+]i 上昇が誘導されていることがわかった。Ca2+応答の検出に関しては、Ca2+応

答の時間微分値が全計測時間の標準偏差の 2.58 倍を超えたタイミングのうち、[Ca2+]i 増加が 0.7725 を

超えたものを Ca2+応答とした。閾値 0.7725 に関しては Ca2+応答の大きさのヒストグラムを描き、2 つ

の峰の間の谷にあたる値を大津の二値化法（Otsu, 1975）を用いて決定した（図 3–3C）。神経活動におけ

る[Mg2+]i 上昇は数分にわたって持続した。そこで、単発の神経活動が[Mg2+]i 上昇を引き起こすかどうか

を明らかにすることを目的として、単発の Ca2+応答の前後の[Mg2+]i 動態、[Ca2+]i 動態の平均を算出した

（図 3–3E）。 

次に、神経活動に伴う[Mg2+]i 上昇の Mg2+供給源が細胞内もしくは細胞外かを明らかにするこ

とを目的として、細胞外に Mg2+を含まない Mg2+-free 条件下において、同様の実験をおこなったところ、

Ca2+応答のタイミングおいて、通常条件下において観察されたような[Mg2+]i 上昇は観察されなかった（図

3–3F, G）。この結果より、神経細胞の自発活動による[Mg2+]i 上昇は神経細胞外からの Mg2+流入が原因で

あることがわかった。 
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図３–３ 自発的な活動による細胞外からの Mg2+流入 

（A）FRET 型の膜電位感受性蛍光タンパク質 VSFP2.42 を発現させた代表的な細胞を示した（左）。

FRET ドナーmCitrine の蛍光画像（黄色）と FRET アクセプターmKate2 の蛍光画像（赤色）を示した。

スケールバーは 10 mm を示す。膜電位イメージングより検出した神経細胞の発火回数を TEA 刺激の前後

で比較した。TEA 刺激によって神経活動の頻度が上昇することを示した。 

（B）TEA 添加によって興奮性を増強した神経細胞において KMG-104（黒）と Fura Red（赤）の蛍光強

度変化率の経時変化を示した。代表的な応答を示した細胞を 4 例示した。 

（C）Ca2+シグナルの微分値が標準偏差の 2.58 倍を超えた応答の応答強度のヒストグラムを示した

（黒）。大津の二値化法によって二峰性を示すヒストグラムの谷の部分を検出した（赤）。 

（D）（C）で求めた閾値（0.773）よりも応答が大きい[Ca2+]増加のタイミングを Ca2+応答の開始タイ

ミングと定義し、その前後の Mg2+および Ca2+動態を集め平均化処理し示した。実線は平均値、エラーバ

ーは標準誤差（SEM）を示した（922 イベント, 5 回実験）。 

（E）単発の Ca2+応答を示したタイミングの前後の Mg2+動態、Ca2+動態を集め平均化処理し示した。実

線は平均値、エラーバーは標準誤差（SEM）を示した（4 イベント、5 回実験）。 

（F）細胞外に Mg2+を含まない条件において、TEA 添加によって興奮性を増強した神経細胞において

KMG-104（黒）と Fura Red（赤）の蛍光強度変化率の経時変化を示した。代表的な応答を示した細胞を

4 例示した。 

（G）細胞外に Mg2+を含まない条件において、（C）で求めた閾値（0.773）よりも応答が大きい[Ca2+]

増加のタイミングを Ca2+応答の開始タイミングと定義し、その前後の Mg2+および Ca2+動態を集め平均

化処理し示した。実線は平均値、エラーバーは標準誤差（SEM）を示した（922 イベント, 5 回実験）。 
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3.3.4 神経細胞の脱分極による Mg2+流入  

   神経活動に伴う Mg2+流入に神経細胞の脱分極が直接関与しているかどうかを調べることを目的と

して、神経細胞の脱分極誘導剤 veratridine を用いた実験をおこなった。まず、電位依存性 Na+チャネル開

口剤である veratridine 添加によって神経細胞の脱分極が誘導されるかを確認することを目的とし、膜電

位感受性蛍光タンパク質 VSFP2.42 を用いて、veratridine（30 mM）刺激時の神経細胞の膜電位イメージ

ングをおこなった（図 3–4A）。その結果、veratridine 刺激によって FRET donor である YFP の蛍光量の

減少と、acceptor である mKate2 の蛍光量の増加が観察された。つまり veratridine 刺激によって神経細

胞の脱分極が誘導されていることがわかった。また、発火数に関しても veratridine 刺激によって増加して

いた（図 3–4B）。次に、KMG-104-AM と FuraRed-AM を負荷した神経細胞において、veratridine 刺激

時の[Mg2+]i 動態と[Ca2+]i 動態を観察した（図 3–4C）。その結果、veratridine 刺激によって[Mg2+]i 上昇

と[Ca2+]i 上昇が引き起こされることがわかった。また、この[Mg2+]i 上昇は細胞外に Mg2+を含まない

Mg2+-free 条件下においては起こらないこと（図 3–4C）から、神経細胞の脱分極は細胞外から Mg2+流入

を誘導していることがわかった。 

   最後に、Mg2+流入の分子メカニズムを明らかにすることを目的として薬効範囲の広い二価陽イオン

チャネル阻害剤である 2-APB（100 mM）前処理条件で veratridine（30 mM）刺激時の[Mg2+]i 動態の測

定をおこなった。2-APB 前処理によって veratridine 刺激による[Mg2+]i 上昇は抑制された（図 3–4C, D, 

E）。その結果より、神経細胞の脱分極による Mg2+流入には 2-APB 感受性のメカニズムを介していること

がわかった。Veratridine 刺激による Mg2+流入に Ca2+シグナルが関与しているかどうかを調べるために細

胞外に Ca2+を含まない Ca2+-free 条件下において veratridine 刺激をおこなったところ、[Mg2+]i 増加は

観察されなかった（図 3–4F, G）。この結果より、veratridine 刺激による Mg2+流入は Ca2+シグナルを介

している可能性があることがわかった。 
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図３–４ 神経細胞の脱分極による細胞外からの Mg2+流入 

（A）膜電位感受性蛍光タンパク質 VSFP2.42 を発現させた神経細胞において、Na+チャネル開口剤

veratridine（30 mM）刺激による蛍光強度変化率の経時変化の一例を示した。FRET ドナーである mCitrine

の蛍光強度の減少、FRET アクセプターである mKate2 の蛍光強度の増加が観察された。これにより

mKate2/mCtirine 比は増加しており、veratridine 刺激によって神経細胞は脱分極していること示した。 

（B）膜電位イメージングより検出した神経細胞の発火回数を veratridine（30 mM）刺激の前後で比較し

た。veratridine 刺激によって神経活動の頻度が上昇することを示した（n = 4）。 

（C）veratridine 刺激時の KMG-104（黒）と Fura Red（赤）の蛍光強度変化率の経時変化を示した（n 

= 627, N = 4）。また、細胞外に Mg2+を含まない条件下で veratridine 刺激を行ったときの KMG-104 の

蛍光強度変化率の経時変化を示した（n = 671, N = 4）。また、二価陽イオンチャネル阻害剤 2-APB で前

処理した条件において veratridine 刺激を行ったときの KMG-104 の蛍光強度変化率の経時変化を示した

（n = 2171, N = 8）。実線は平均値、エラーバーは標準誤差（SEM）を示す。 

（D）2-APB で前処理した条件において veratridine（30 mM）刺激を行ったときの KMG-104 のピーク値

における蛍光強度変化率のヒストグラム 

（E）2-APB で前処理した条件において veratridine（30 mM）刺激を行ったときの KMG-104 の蛍光強度

変化率ピーク値は通常条件で veratridine 刺激を行ったときの KMG-104 の蛍光強度変化率よりも小さか

った（p < 10−17）。 

（F）KMG-104 と Fura Red（左）、KMG-104 単体（中央）、Fura Red 単体（右）で染色した細胞を KMG-

104 チャンネル（上）、Fura Red チャンネル（下）で観察したときに得られた像。 

（G）KMG104 単体で染色した細胞を veratridine（30 mM）刺激したときの KMG-104 チャンネルと Fura 

Red チャンネルで取得されたシグナルの変化率（上）Fura Red 単体で染色した細胞を veratridine 刺激し

たときの KMG-104 チャンネルと Fura Red チャンネルで取得されたシグナルの変化率（下）。 
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3.4 考察 

3.4.1 本研究の成果 

 ラット海馬神経細胞の神経活動において細胞外から Mg2+流入が起こることを示した。まず、ITO

電極を介した電流刺激によって Ca2+応答が見られるタイミングで Mg2+応答した。次に、様々な強度の電

流刺激を加えたときの Mg2+応答と Ca2+応答の応答強度依存性を調べたところ、Ca2+応答に関しては刺激

強度に応じた大きさの応答を示したが、Mg2+応答に関しては刺激強度によらない応答を示した。次に、K+

チャネル阻害剤 TEA を添加して神経興奮性を増強させたところ、散発的な Ca2+応答が観察され、Ca2+応

答が確認されたタイミングで細胞内[Mg2+]は上昇した。最後に N+チャネル開口剤 veratridine を用いた脱

分極刺激は神経細胞内[Mg2+]上昇を引き起こすことを示した。これらの結果から、神経細胞の脱分極によ

って細胞外からの Mg2+流入が起こることがわかった。 

 

3.4.2 神経細胞の脱分極による Mg2+動員の分子メカニズム 

我々のグループの先行研究において明らかになった興奮性神経情報伝達物質グルタミン酸によ

る Mg2+動員や（Shindo et al., 2010）、第 2 章において明らかになった一酸化窒素による Mg2+動員では、

ミトコンドリアの放出が原因であり、神経伝達物質による細胞外からの Mg2+流入経路に関しては明らかに

なっていない。神経細胞の脱分極においては、Na+、K+、Ca2+チャネルといったいくつかの電位依存性チ

ャネルを活性化することが知られており、これらの電位依存性チャネルの下流シグナルが Mg2+流入を引き

起こしている可能性がある。また、Na+/Ca2+交換体による二価陽イオンの輸送は特異性が低く、Ca2+だけ

ではなく Mg2+も輸送するため、細胞内 Mg2+の調節機構としての機能している（Romani et al., 2011）。

通常、Na+依存的な Mg2+（Ca2+）輸送は細胞内 Mg2+（Ca2+）の排出に機能しているが、一部の交換体は

逆輸送や双方向輸送をおこなう場合があることが知られている（Günther and Vormann, 1995; Cefaratti 

et al., 2000）。また、一部の Na+/Ca2+交換体は膜電位依存的に輸送方向が逆転することが知られている

（Yu and Choi et al., 1997）。したがって、神経細胞の脱分極時における Na+/Ca2+交換体を介した Mg2+

の逆輸送が神経活動による Mg2+流入に関与しているかもしれない。この仮説に関して、Na+/Ca2+交換体

による二価陽イオンの輸送は細胞外 Ca2+の影響を受けることが知られており（Uetani et al., 2003）、

Ca2+-free 条件下の脱分極刺激時において Mg2+流入が起こらなかった結果とも一致している。 

 

3.4.3 神経細胞の脱分極 

先行研究における神経興奮が引き起こす[Mg2+]i 上昇は細胞外の Mg2+は必要ないと報告してい

た（Kato et al., 1998; Gotoh et al., 1999）。しかし、本研究において神経脱分極による[Mg2+]i 上昇は

細胞外からの Mg2+流入が原因であることを示した。この矛盾は、先行研究で用いられていた細胞内 Mg2+

蛍光指示薬 Mag-Fura-2 の選択性が低く、Ca2+濃度変化に対しても応答を示してしまっていたことが原因

である。これまで、海馬神経細胞において興奮毒性モデルである高濃度グルタミン酸刺激や、2 章における

一酸化窒素刺激、虚血性外傷モデルにおける TRPM7 を介した Mg2+流入などの Mg2+動員に関して報告さ
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れてきた（Zhang et al., 2011）。これらの先行研究においては、病理モデルにおける Mg2+濃度変化であ

ったが、本研究で報告した Mg2+動員に関しては生理学的条件下における通常の神経活動に伴う Mg2+動員

である。 

 

3.4.4 細胞内[Mg2+]i 上昇の機能的役割 

 神経活動における細胞内[Mg2+]変化は短期的にはチャネルの活性を制御する。細胞内 Mg2+は興

奮性細胞において生理学的な Ca2+ブロッカーとして機能することが知られている（Politi and Preston, 

2003）。細胞内 Mg2+のチャネル阻害効果は ATP 作動性 K+チャネル（Horie et al., 1987）、内向き整流性

K+チャネル（Matsuda, 1988）、Ca2+チャネル（Hartzell and White, 1989）、ムスカリン性 K+チャネル

（Horie and Irisawa, 1989）、Na+チャネル（Pusch et al., 1989）、NMDA チャネル（Johnson and Ascher, 

1990）、TRP チャネル（Obukhow and Nowyky, 2005）、ギャップジャンクション（Palacios-Prado et 

al., 2013; 2014）、リアノジン受容体（Meissner, 1986; Steele and Duke, 2007; Laver and Honen, 

2008）、IP3 受容体（Volpe et al., 1990; Gorza et al., 1993）など多岐にわたる。細胞内[Mg2+]の一過

的な変化はただちにこれらのチャネルの活性を制御すると考えられる。また、持続的な[Mg2+]増加はタン

パク質合成を必要とする神経可塑性といった現象に影響を与える。また細胞内 Mg2+は CREB の CRE への

結合を増強することが知られている（Craig et al., 2001; Moll et al., 2002）。したがって細胞内[Mg2+]

変化は CREB の下流にある遺伝子発現を制御すると考えられる（Sakamoto et al., 2011）。また、生理学

的に起こる[Mg2+]変化はタンパク質合成速度を変化させることが知られている（Rubin, 2005; Vidair and 

Rubin 2005）。実際、細胞外 Mg2+は PC12 細胞の突起身長に必要であること（Koike, 1983）、脳内の

[Mg2+]を上昇させると認知機能とシナプス可塑性が増強される（Slutsky et al., 2014）。 

 

3.5 第３章のまとめ 

 第 3 章においては、神経活動が細胞外から Mg2+流入を引き起こすこと、Mg2+流入と Ca2+応答

の強度の関しては相関がないこと、Mg2+流入は 2-APB の影響を受けるメカニズムによって引き起こされ

ていることを示した。この神経活動による Mg2+流入はチャネル活性や酵素活性の制御を介して神経可塑性

を調節して可能性がある。 
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第4章  結言 

 

4.1 結果のまとめ 

    本学位論文では、神経細胞における細胞内での Mg2+濃度変化について議論した。シグナル伝達経

路である NO/cGMP/PKG 経路の活性化がミトコンドリアの ATP 作動性 K+チャネルを介してミトコンドリ

アからの Mg2+放出を誘導していること、通常の神経活動が細胞外から Mg2+流入を引き起こしていること

を明らかにした。細胞内 Mg2+は第 1 章で述べたようにチャネルの制御、酵素反応の制御、ゲノムの安定

化、タンパク質や DNA・RNA の構造維持などに様々な機能を果たしている（Romani et al., 2011; Wolf 

et al., 2008）。したがって、今回明らかにした細胞内[Mg2+]上昇は上記の機能に影響を与えることによっ

て細胞機能を調節していると考えられる。また、生体内の Mg2+はパーキンソン病、アルツハイマー病、偏

頭痛、脳虚血、外傷性能損傷、うつ病などの様々な疾患との関連が報告されており（Vink et al, 2011）、

本研究で明らかにした細胞内[Mg2+]上昇がこれらの疾患の発症や進行に関わっている可能性は高い。 

 第２章では、分散培養したラット海馬神経細胞において一酸化窒素刺激によってミトコンドリア

からの Mg2+放出を誘導することを示した。また、このミトコンドリアからの Mg2+放出は NO/cGMP/PKG

シグナル経路を介したミトコンドリアの ATP 作動性 K+チャネルの活性化が引き金になることを示した。

さらに、このミトコンドリアからの Mg2+放出は、ミトコンドリアの ATP 作動性 K+チャネルの活性化によ

るミトコンドリアの脱分極、活性酸素種（ROS）産生、PKC の活性化を介してミトコンドリア ATP 作動性

K+チャネルを活性化する正のフィードバック経路によって増強されていることも示した。一酸化窒素は神

経細胞に対して適度な濃度では保護効果、過剰な濃度では毒性効果をもたらす（Mejia-Garcia & Paes-de-

Carvalho, 2007）。NO/cGMP/PKG シグナル経路の下流で活性化するミトコンドリアの ATP 作動性 K+チ

ャネルは、一度、細胞ストレスを受けるとその後のストレスに対して細胞は体制を持つ現象であるプレコ

ンディショニング効果に関わっていると考えられている（Busija et al., 2004; Testai et al., 2015）。し

かし、ミトコンドリアの ATP 作動性 K+チャネルが細胞に対して保護効果をもたらすメカニズムに関して

は未解明な部分が多く、ミトコンドリアからの Mg2+放出がミトコンドリアの ATP 作動性 K+チャネルの保

護効果の一部を担っている可能性がある。 

 第 3 章では、分散培養したラット海馬神経細胞において生理条件下の神経活動において細胞外

から Mg2+が流入することを示した。まず神経活動時の細胞内[Mg2+]動態を調べるために、電気伝導性、

光学的透過性をもつ ITO（indium tin oxide）ガラス電極上に神経細胞を分散培養することによって電流

刺激時の細胞内[Mg2+]、細胞内[Ca2+]動態を蛍光イメージング法で測定することに成功した。この測定に

よって電流刺激によって神経活動を誘発したときに、細胞内[Mg2+]は上昇することを明らかにした。また

電位依存性 K+チャネルの阻害剤を添加することによって神経活動の興奮性を増強した神経細胞の自発活

動時に細胞外から Mg2+が流入することを示した。第 1 章で記述したように静止状態における Mg2+濃度が

高く変化率が小さいため、細胞内 Mg2+イメージングでは通常上の神経活動で起こりうるような細胞内
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[Mg2+]変化を検出することは難しかった。そこで、神経活動のタイミングでの Mg2+動態を多数測定し、

神経活動のタイミングを合わせて平均化処理を行なうことによって神経細胞の自発活動における[Mg2+]

変化を捉えることに成功した。先行研究においても Mg2+蛍光指示薬を用いた実験によって脱分極誘導剤が

神経細胞内[Mg2+]上昇を引き起こす事を示していたが、後にその研究で使用された Mg2+プローブは Ca2+

の干渉を受けることが示された。したがって、神経細胞の脱分極が細胞内[Mg2+]を変化させるかどうかに

ついては長い間不明であった。Ca2+干渉を受けない実験系を用いて、神経活動時に神経細胞内[Mg2+]上昇

が起こること示したのは本研究が初めてである。また、薬理刺激ではなく自発的な神経活動における

[Mg2+]動態を捉えたことは、通常の神経活動において起こる細胞内[Mg2+]変化が神経細胞の生理学的機能

を調節していることを示唆した。 
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4.2 本研究の意義 

第２章では分散培養したラット海馬神経細胞において一酸化窒素刺激によってミトコンドリア

からの Mg2+放出を誘導した。生体内における一酸化窒素は細胞に対して保護効果と毒性効果の両方をもっ

ている。一酸化窒素は細胞内のグアニル酸シクラーゼを活性化し、細胞内 cGMP レベルの上昇を誘導し下

流のシグナル伝達経路を活性化する役割を担う一方で比較的高濃度では活性酸素種として機能し DNA、小

胞体、ミトコンドリアに障害を与えることによってストレス応答を引き起こす（Mejia-Garcia & Paes-de-

Carvalho, 2007）。ミトコンドリアからの Mg2+放出は、高濃度グルタミン酸刺激（Shindo et al., 2010）、

パーキンソン病誘導薬 MPTP の活性型代謝物 MPP+刺激（Shindo et al., 2011）といった神経細胞に対し

て毒性条件において報告されてきた。しかし、今回明らかにしたミトコンドリアからの Mg2+放出経路は

NO/cGMP/PKG 経路およびミトコンドリアの ATP 作動性 K+チャネルを介している。これらのシグナル経

路（Karaçay and Bonthius, 2015）、およびチャネル（Busija et al., 2004; Testai et al., 2015）の活性

化は細胞に対して神経細胞保護作用を持つことが知られている。したがって、一酸化窒素によるミトコン

ドリアからの Mg2+放出は細胞に対して保護効果を持っていると考えられる。実際、細胞質中の Mg2+濃度

が低いほど MPP+の細胞毒性に対して脆弱であるという報告もある（Shindo et al., 2015）。しかし、ミト

コンドリアから Mg2+が放出されミトコンドリア中の Mg2+濃度が減少するとミトコンドリアにおける酵素

反応は抑制され、呼吸速度は減少すると考えられる（Wolf et al., 2008）。ミトコンドリアの ATP 作動性

K+チャネルの細胞保護メカニズムは明らかになっていないが、ミトコンドリアの ATP 作動性 K+チャネル

の活性化は ATP 合成を活性化することが知られている。通常、ミトコンドリアの ATP 作動性 K+チャネル

の活性化によってミトコンドリア内に K+が流入した結果、浸透圧により水が流入しミトコンドリアは膨張

する（Garlid and Paucek, 2003）。通常ミトコンドリアの膨張により ATP 合成は促進されるが、過度に膨

張するとミトコンドリアは破裂してしまい細胞死の原因となる（Petit et al., 1998）。そのため、K+の過度

な流入を防ぐための機構として H+/K+交換体が存在し K+を汲みだしている。この H+/K+交換体交換体は

ミトコンドリア内の Mg2+によって抑制されていることが知られているため Mg2+放出は H+/K+交換体活性

化を誘導する（Bednarczyk et al., 2005）。このようにミトコンドリアからの Mg2+放出はミトコンドリア

内の K+濃度を調節することによって過度なミトコンドリア ATP 作動性 K+チャネルの活性化によるミトコ

ンドリアの破裂、そしてそれに続く細胞障害を防いでいるのではないかと考えられる。本研究の意義とし

ては Mg2+が神経細胞の保護メカニズムの一部を担う可能性のあることを発見したという点にある。 
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3 章において通常の神経活動で細胞外からの Mg2+流入が起こっていることを示した。中枢神経

系における細胞外液はその他の組織における細胞外液より Mg2+濃度が高いことが知られており（Vink et 

al., 2011）、神経活動による細胞外からの Mg2+流入は神経細胞特有の機能に影響を与えている可能性があ

る。脳内の Mg2+濃度を上昇させる薬剤の摂取によって、記憶と学習の能力が向上することや（Slutsky et 

al., 2010）、アルツハイマー病による認知機能の低下を抑制させること（Li et al., 2013）がわかっている。

細胞内 Mg2+は第 1 章で記述したようにイオンチャネルの制御、酵素反応の制御など多様な役割を担って

おり、それらの機能を介して神経細胞の機能を制御している。Mg2+が影響を与える分子は多岐にわたって

おり特定のイオンチャネル・酵素に着目して議論することは難しい。いずれにしても細胞外から細胞内へ

[Mg2+]が流入することは、一般的には神経保護作用を持つと考えられる（Shindo et al., 2015）。Mg2+は

様々な Ca2+結合タンパク質の Ca2+結合部位と親和性が高いため“生理学的な Ca2+シグナルの阻害因子

（physiological Ca2+ antagonist）“と言われている（Politi and Preston, 2003）。実際、細胞内 Mg2+は

神経活動時に細胞外から Ca2+流入を引き起こす主なメカニズムである NMDA 受容体を細胞内・外から電

位依存的に抑制することや、小胞体からの Ca2+放出に関わる分子であるリアノジン受容体（Ryanodine 

receptor）や IP3 受容体の活性を抑制することが知られている（Long and Romani, 2014; Barbagallo et 

al., 2009）。神経細胞が異常活動による過剰の Ca2+流入の結果、ミトコンドリアに大量の Ca2+が取り込ま

れると細胞毒性を引き起こす（神経興奮毒性）。Mg2+による Ca2+シグナルの抑制効果は、細胞外からの Ca2+

流入、細胞内小器官からの Ca2+放出（Meissner and Henderson, 1987; Steele and Duke, 2007; Laver 

and Honen, 2008）や下流分子への結合（Grabarek, 2011）が知られている。実際、細胞質中の Mg2+は

ミトコンドリアによる Ca2+の取り込みを抑制する（Jacobus et al., 1975; Szanda et al., 2009; Pradhan 

et al., 2011）。その他にも細胞内 Mg2+は解糖系や TCA 回路におけるエネルギー産生に関わる酵素の補因

子として機能することが知られており（Wolf and Trapani, 2008）、細胞外からの Mg2+流入は細胞内のエ

ネルギー産生の活性化に寄与している可能性がある。また、細胞内[Mg2+]増加は、多くのチャネルの活性

化を抑制する一方で様々な酵素反応を活性化する（Wolf and Trapani, 2008; Swaminathan, 2003）。こ

れは一度[Mg2+]増加が起こるとチャネル開口による次の神経活動を抑制し、酵素反応を活性化することに

よってリン酸化反応などの酵素反応を介した細胞内シグナル伝達の効率を高めると同時に、細胞外から続

けて入力されるシグナルに対する感度を下げることによって、一回目の刺激に対する応答を正確に伝える

役割を果たしている可能性がある。本研究においては神経活動おける細胞内[Mg2+]上昇が細胞に与える影

響に関しては明らかにはしなかったが、前述のように細胞内[Mg2+]上昇は多岐にわたる分子に影響を与え

神経細胞を調節していることを示唆したことは、医学・生物学的にも大きな意義がある。 
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4.3 神経細胞における Mg2+調節機構に関する研究におけ

る今後の展望 

 本学位論文では神経伝達物質による Mg2+動員機構と通常の神経活動における Mg2+動員に関し

て詳細に調べた内容を報告した。本研究の初期段階において神経細胞内[Mg2+]変化をもたらす神経伝達物

質を発見することを目的として神経伝達物質スクリーニングを行なった。その結果、一酸化窒素以外にも

抑制性神経伝達物質である GABA などによって細胞内[Mg2+]変化が誘導されることを見出している。それ

らの神経伝達物質に関しても細胞内[Mg2+]変化をもたらすメカニズムを解明する必要がある。また、一酸

化窒素による細胞内[Mg2+]上昇はセカンドメッセンジャーである cGMP シグナルを介していた。その他に

も Ca2+、cAMP などのセカンドメッセンジャーと Mg2+調節機構の関係を解明することは神経細胞におけ

る細胞内[Mg2+]調節機構を包括的に理解するために必要である。 

2 章で示した一酸化窒素刺激による細胞内[Mg2+]上昇はミトコンドリアからの Mg2+放出によ

るものであった。細胞質と比べてミトコンドリアは細胞内に占める体積が小さいため、ミトコンドリアが

細胞質[Mg2+]を変化させる量の Mg2+を放出する場合、ミトコンドリア[Mg2+]減少は非常に大きくなると

考えられる。ミトコンドリア内の大きな[Mg2+]変化はミトコンドリア内のチャネルの活性や酵素反応に影

響を与えることが考えられる。そこで、ミトコンドリアの[Mg2+]調節機構に関わるタンパク質の役割とミ

トコンドリア内の[Mg2+]が細胞機能に与える影響を調べることが重要である。 

2 章、3 章において示した細胞質[Mg2+]上昇に関して、一酸化窒素による細胞質[Mg2+]上昇は

ミトコンドリアからの Mg2+放出、神経活動による[Mg2+]上昇は細胞外からの Mg2+流入によって細胞質

[Mg2+]上昇を引き起こした。細胞外およびミトコンドリアからの細胞質への Mg2+動員機構は他の細胞種

においても報告されている。PC12 細胞に対して MPP+を添加したパーキンソン病細胞モデルにおいて、

MPP+添加後の細胞質[Mg2+]上昇が大きいほどその後の細胞生存率は高い（Shindo et al., 2015）。MPP+

による細胞質[Mg2+]上昇はミトコンドリアからの Mg2+放出と細胞外からの Mg2+流入の両方が原因であ

る（Shindo et al., 2015）。したがって、細胞質[Mg2+]上昇は細胞に保護効果をもたらすが、ミトコンド

リア内の Mg2+が放出されることが細胞に保護もしくは毒性効果をもたらすかは不明である。今後の細胞内

Mg2+研究は細胞内 Mg2+の分布の変化が細胞内小器官そして細胞機能にもたらす影響について解析するこ

とが必要である。 

また今後の Mg2+研究を発展させるためには蛍光タンパク質型 Mg2+プローブの開発が期待され

ている。本研究においては化合物型の Mg2+プローブを用いたが、細胞内小器官における Mg2+測定や長時

間の Mg2+測定、生きた個体における Mg2+測定は困難である（Trapani et al., 2010）。それらの課題を解

決する蛍光タンパク質型 Mg2+プローブの開発が期待されており、近年 2 つ別のグループによって蛍光タ

ンパク質型 Mg2+プローブが開発された。しかし、それらのプローブは[Ca2+]変化や pH 変化の影響を受け

るため、使用する場合は注意が必要である。今後は、Ca2+や pH など Mg2+以外の因子の影響を受けない蛍

光タンパク質型 Mg2+プローブの開発が期待されている。 
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岳史君、庭野真理子さんには卒業してもなお様々な相談にのって頂きました。また、同じ細胞班の後輩で

ある永瀬史章君、苅部尭応君、塩谷晃弘君、鈴木李夏さん、遠藤友理香さん、椎名海舟君、中井友美さん、

宍戸萌香さん、学部・前期博士課程を含め 6 年間の研究室生活が実り多く充実したものとなったのは皆様

のおかげです。本当にありがとうございます。 

 

研究生活を送る上で様々なサポートをして下さった上ヶ迫いとか女史に加え、紙面では触れられ

なかった研究室の皆様に深く感謝いたします。皆様のおかげで本博士論文が日の目をみる事となりました。 

 

最後に、離れていても体調を気遣ってくれる父母と兄に感謝いたします。 

 

 

平成 28 年２月末日 

 

 


