
マグネシウムは生体に必須の元素であり，骨や歯の構成
成分であるだけでなく，能動輸送，エネルギー代謝，体温
調節，ホルモン分泌など，多様な生理機能に関わっている。
マグネシウム欠乏は皮膚を含む全身的な炎症症状や酸化ス
トレスを引き起こすことが知られている 1）。

N- メチル -d- アスパラギン酸（NMDA）レセプターは
中枢神経系を中心に体内に広く分布しており，カルシウム
イオンを透過するイオンチャネル共役型受容体であり，細
胞外マグネシウムイオンによって活性が部分的に阻害され
ている 2）。したがって，マグネシウム欠乏時の細胞外マグ
ネシウム濃度の減少は，NMDA レセプターを介した過剰
なカルシウムイオンの細胞内流入を引き起こすと考えられ
ている 3）。マグネシウム欠乏時には，ラットは痛覚過敏と
なるが，これは NMDA レセプターアンタゴニストである
dizocilpine（MK-801）投与によって低減する 4）。また，
マグネシウム欠乏時には，心臓において酸化ストレスや炎
症が生じるが，これらも MK-801 投与によって低減するこ
とが報告されている：NMDA レセプターを有する C 神経

線維は，後根神経節から心臓へ投影しており 5），マグネシ
ウム欠乏時の NMDA レセプターを介した過剰なカルシウ
ムイオン濃度の上昇は，C 神経線維終末からのサブスタン
ス P の分泌を促進し，それによって心臓では酸化ストレ
スと炎症が生じると考えられている 6, 7）。肝臓にも C 神経
線維が投影している 8）。したがって，マグネシウム欠乏は
肝臓に対しても NMDA レセプターの過剰な作用を介して
炎症や酸化ストレスを発生させる可能性がある。

本試験では，MK-801 の投与がマグネシウム欠乏ラット
の肝臓における炎症反応・酸化ストレスに及ぼす影響を検
討した。

材料および方法

本試験は，京都大学における動物実験の実施に関する規
程に従い行った。

AIN-93G9）を対照飼料とし，ミネラルミックスからマグ
ネシウムを除いた AIN-93G 飼料をマグネシウム欠乏飼料
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dative stress and inflammation in the heart. In the present study, we examined the effect of an NMDA receptor an-
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week. Hepatic level of reactive oxygen species was increased by magnesium deficiency but MK-801 administration 
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とした。対照飼料，マグネシウム欠乏飼料中のマグネシウ
ム濃度はそれぞれ 545 mg/kg，47 mg/kg であった。4 週
齢 Sprague-Dawley 系雄ラット 6 匹ずつを，対照飼料を給
与した群（C 群），マグネシウム欠乏飼料を給与した群

（MgD 群），対照飼料を給与し MK-801 を投与した群（C
＋ MK 群），マグネシウム欠乏飼料を給与し MK-801 を投
与した群（MgD ＋ MK 群）の 4 群に割り当てた。5 日間
の対照飼料を給与する馴致期間の後，すべてのラットの背
部 皮 下 に Alzet 浸 透 圧 ポ ン プ（model 2001, Alza 
Corporation, California, USA）をイソフルラン（エスカイ
ン，マイラン，東京）麻酔下で移植した。

MK-801 の投与量ならびに投与法は，MK-801 投与がグ
ルコサミン誘導性の肝臓障害を低減することを示した
Cauli らの報告 10） に従って設定した。MK-801（Sigma-
Aldrich, Missouri, USA）を 2 mg/mL になるように生理
食塩水に溶解し，浸透圧ポンプに充填した。この浸透圧ポ
ンプの排出速度は，1 µL/h に設計されているので，MK-
801 の投与速度は 2 µg/h となる。MK-801 を投与しない区
では，生理食塩水を充填した浸透圧ポンプを同様に移植し
た。その後 7 日間にわたり各試験飼料を給与した。試験期
間中 4 群で pair-feeding を行い，飲水は純水を自由摂取さ
せた。

試験期間中，尾部と耳根部の炎症スコアと摂食量を毎日
測定し，試験開始時と終了時の体重を測定した。炎症スコ
アは Kotani らの報告 11）に基づき，片耳の腫脹を伴った充
血を 1 ポイント，片耳のかさぶたを伴った炎症を 1 ポイン
ト，尾部の炎症を 1 ポイント，合計 5 ポイントとして評価
した。試験期間終了後，イソフルラン麻酔下で，あらかじ
めヘパリンを注入しておいた注射筒器を用いて腹部大動脈
から血液を採取した。採取した血液は 2500 × g，4℃で
15 分間遠心分離を行い，血漿を得た。血液採取後，肝臓，
脾臓を採取し，重量を測定した。採取した血漿は硝酸およ
び塩酸で湿式灰化後，原子吸光分光光度計（AA-6600F，
島津，京都）により血漿中マグネシウムおよびカルシウム
濃度を測定した。ヒドロキシルラジカル，ペルオキシルラ
ジカルやパーオキシナイトライトなど強い活性を持つ活性
酸 素 種（ROS） の 肝 臓 中 濃 度 を 2’,7'-dichlorofluorescin 
diacetate（DCHF-DA）法を用いて測定し 12），ビシンコニ
ン酸（BCA）法 13）によってタンパク質濃度を求め補正し
た。

マクロファージ，単球や好中球など多くの白血球系細胞
で発現している Mac-114）と CD4515），マスト細胞が特異的
に発現している Mcpt116）の mRNA を定量的リアルタイム

RT-PCR（qRT-PCR）により，過去の報告に従って測定し
た 11, 17）。 肝 臓 か ら Trizol 試 薬（Life Technology, 
California, USA） を 用 い て 全 RNA を 抽 出 し， 試 料 中
RNA 濃度を 260 nm の吸光により測定するとともに，
RNA の純度を確認するため 260 nm の吸光度と 280 nm の
吸光度の比を求めた。ABI high capacity cDNA reverse 
transctiption kit（Applied Biosystems, California, USA）
を用いて逆転写反応を行い，cDNA を得た。次いで，
SYBR premix Ex Taq Ⅱ kit（タカラ，大津）を用いて，
Rotor-Gene 6000（Corbett Research, Mortlake, Australia）
により qRT-PCR を行った。補正遺伝子産物には Gapdh
を用い，比較 Ct 法により目的とする各 mRNA の量を相
対値で示した。使用したプライマー配列を Table 1 に示し
た。

統 計 処 理 は SAS（SAS Institute Inc., North Carolina, 
USA）を用い，二元配置分散分析を行った。すべての検
定は P ＜ 0.05 を有意とした。また，C 群および C ＋ MK
群のラットの肝臓における Mcpt1 mRNA の Ct 値は 40 サ
イクルを超えたものが多く，測定ができなかったため，
MgD 群と MgD ＋ MK 群間のみの一元配置分散分析を
行った。尾部と耳根部の炎症スコアはノンパラメトリック
多重検定法である Steel-Dwass 法を用いた。なお，C 群お
よび C ＋ MK 群では，試験を通して尾部と耳根部の炎症
は認められなかったので，C 群のみを統計検定に用いた。

結　果

血漿中マグネシウム濃度，血漿中カルシウム濃度，増体
重，摂食量，飼料効率，肝臓重量，脾臓重量，肝臓中
ROS 濃度の結果を Table 2 に示す。血漿中マグネシウム
濃度に対するマグネシウム欠乏の影響は有意であり，マグ
ネシウム欠乏飼料給与によって低い値となったが（P ＜
0.001），MK-801 投与の効果は認められなかった。血漿中
カルシウム濃度に対するマグネシウム欠乏，MK-801 投与
の効果は認められなかった。本試験では pair-feeding を
行ったため，マグネシウム欠乏ならびに MK-801 投与が摂
食量に及ぼす影響は認められなかった。また，マグネシウ
ム欠乏ならびに MK-801 投与は体重増加，飼料効率に影響
を及ぼさなかった。肝臓重量はマグネシウム欠乏によって
増加した（P ＝ 0.001）が，MK-801 投与の効果は認めら
れなかった。脾臓重量に対するマグネシウム欠乏の影響も
有意であり，マグネシウム欠乏によって増加した（P ＝
0.002）。しかし，MK-801 投与の効果は認められなかった。

Table 1  Sequence of the PCR primers for amplification

Genes Forward primer Reverse primer
Mac-1 5'-CAAGGTCGTTGTGACCAGTG-3' 5'-CACAGGCAACTCCAACTGAG-3'
CD45 5'-ACAAGACAGAAGGGTGCAGAC-3' 5'-CATTGAACATGGGGAAGCAT-3'
Mcpt1 5'-GCAAAATGCAGGCCCTACTA-3' 5'-GCGGGAGTGTGGAATAGACT-3'
Gapdh 5'-ACAACTTTGGCATCGTGGA-3' 5'-CTTCTGAGTGGCAGTGATGG-3'
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肝臓中 ROS 濃度に対するマグネシウム欠乏の影響は有意
であり，マグネシウム欠乏によって増加したが（P ＝
0.034），MK-801 投与の効果は認められなかった。

C 群と C ＋ MK 群では試験期間を通して炎症は生じな
かった。MgD 群では試験開始 5 日目から，MgD ＋ MK
群では 6 日目から有意な炎症が認められ，両群とも 7 日目
まで炎症スコアは増加し続けたが，試験期間を通して
MgD 群と MgD ＋ MK 群の炎症スコアに有意な差は認め
られなかった（Fig. 1）。

Mac-1 ならびに CD45 の mRNA 発現量は，マグネシウ

ム欠乏によって増加したが（Mac-1, P ＝ 0.008；CD45，P
＝ 0.013），MK-801 投 与 の 影 響 は 認 め ら れ な か っ た

（Table 3）。対照飼料を給与したラットの肝臓における
Mcpt-1 の mRNA は，MK-801 の投与に関係なく多くの個
体で発現が認められなかった。マグネシウム欠乏ラットで
は Mcpt-1 の mRNA は発現していたが，MK-801 投与の影
響は認められなかった。

考　察

マグネシウム欠乏飼料を給与したラットの血漿中マグネ
シウム濃度は，対照飼料を給与したラットと比較し著しく
低下し，MK-801 投与は血漿中マグネシウム濃度に影響を
及ぼさなかった。したがって，本試験における NMDA レ
セプターの阻害は，マグネシウム代謝に大きな影響を及ぼ
さなかった可能性がある。

マグネシウム欠乏ならびに MK-801 投与は体重増加量な
らびに飼料効率に影響を及ぼさなかった。ラットにマグネ
シウム欠乏を給与し，pair-feeding を行った試験では，飼
料効率が低下し，成長が抑制されることが報告されている
が 18），本試験におけるマグネシウム欠乏飼料給与期間は 1
週間と短かったため，飼料効率や成長に及ぼす影響が明瞭
にならなかったと考えられた。

マグネシウム欠乏飼料を給与したラットでは，尾部およ
び耳根部に炎症が認められ，脾臓重量が増加したが，MK-
801 投与はマグネシム欠乏により生じる尾部および耳根部
の炎症や脾臓重量に影響を及ぼさなかった。マグネシム欠
乏による尾部と耳根部の炎症と脾臓重量の増加は，実験動
物における典型的なマグネシウム欠乏時の反応である 1）。
尾部と耳根部の炎症には，皮膚におけるヒスタミン放出を
伴ったマスト細胞の脱顆粒が関係している 19）。また，マ
グネシウム欠乏ラットの脾臓では，多形核白血球やマクロ
ファージが増加し，炎症反応により肥大化する 20）。マグ
ネシウムは天然のカルシウムアンタゴニストであり，細胞
外から細胞内へのカルシウム流入を抑制すると考えられて
いる 21）。本試験ではマグネシウム欠乏ならびに MK-801

Table 2  Eff ect of magnesium defi ciency and the NMDA receptor antagonist on plasma magnesium and plasma calcium concentration, 
body weight gain, feed intake, feed effi  ciency, organ weights, and hepatic level of reactive oxygen species.

Group C MgD C ＋ MK MgD ＋ MK ANOVA Eff ect (P)
Mean SE Mean SE Mean SE Mean SE Mg MK Mg × MK

Plasma Mg (mg/L) 21.10 1.07 3.40 0.64 20.76 0.64 2.57 0.11 ＜ 0.001 0.415 0.730
Plasma Ca (mg/L) 124.42 4.64 131.91 2.31 118.20 3.56 120.42 2.80 0.355 0.443 0.629
Weight gain (g/d) 5.73 0.21 5.82 0.18 5.98 0.12 6.13 0.16 0.441 0.142 0.765
Feed intake (g/d) 14.94 0.05 14.83 0.15 14.90 0.08 14.76 0.23 0.404 0.718 0.907
Feed effi  ciency (g/g) 0.38 0.01 0.39 0.01 0.40 0.01 0.40 0.02 0.105 0.266 0.718
Liver weight (g) 7.04 0.20 7.91 0.26 7.42 0.21 8.19 0.20 0.001 0.147 0.827
Spleen weight (g) 0.49 0.03 0.63 0.07 0.49 0.02 0.69 0.05 0.002 0.563 0.586
Liver ROS (nmol/g protein) 29.45 5.15 48.58 13.65 26.23 2.39 50.7 12.1 0.034 0.956 0.782

Mean values with their standard errors (n ＝ 6).
Feed effi  ciency ＝ Weight gain/Feed intake
C, rats given the control diet; C ＋ MK, rats given the control diet with administered the NMDA receptor antagonist (MK-801); MgD, 
rats given the magnesium-defi cient diet; MgD ＋ MK, rats given the magnesium-defi cient diet with administered the NMDA receptor 
antagonist; Mg, Magnesium; ROS, reactive oxygen species; MK, MK-801.

Fig. 1  Eff ect of magnesium defi ciency and the NMDA recep-
tor antagonist on the infl ammation score in the skin of 
rats.

 Values are means with their standard errors repre-
sented by vertical bars (n ＝ 6). 

 ◇ , rats given the magnesium-defi cient diet; ■ , rats 
given the magnesium-defi cient diet with administered 
the NMDA receptor antagonist.

 Lesions were not observed in the rats the control diet 
and the rats given the control diet with administered 
the NMDA receptor antagonist throughout the exper-
imental period. Therefore, inflammation scores were 
not shown in the figure, and the data of one group 
were adopted as representative data in the statistical 
analysis.

 Statistical signifi cance was not observed between both 
groups given the magnesium- defi cient diet.

 ＊ Mean values were significantly different from the 
groups given control diet (P ＜ 0.05). 
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投与は血漿中カルシウム濃度に影響を及ぼさなかったが，
Bussiere ら 22）は，マグネシウム欠乏により引き起こされ
る尾部と耳根部の炎症が，血漿中カルシウム濃度低下を
伴ったカルシウム欠乏飼料給与により軽減することを見出
し，細胞外液のカルシウム濃度低下は，細胞外液の低いマ
グネシウム濃度による細胞内へのカルシウムイオン流入増
加を抑制する結果，炎症を妨げることを示唆している。一
方，Kotani ら 11）は，血漿中カルシウム濃度低下を伴わな
いカルシウム欠乏でも，マグネシウム欠乏による尾部と耳
根部の炎症が軽減することから，軽度のカルシウム欠乏が
骨吸収を促進することにより，骨からのマグネシウムの供
給が増加し，部分的にマグネシウム欠乏が緩和されること
によって，皮膚の炎症反応が起こりにくくなることを報告
している。カルシウムイオンを透過するイオンチャネル共
益型受容体である NMDA レセプターは細胞外マグネシウ
ムイオンによって活動が部分的に阻害されている 2）。した
がって，マグネシウム欠乏時の細胞外マグネシウムイオン
濃度の減少は，NMDA レセプターを介して，カルシウム
イオンの細胞内への過剰な流入を引き起こし，これがマグ
ネシム欠乏による心筋の炎症を引き起こすことが示唆され
ている 3）。本試験では，MK-801 投与はマグネシウム欠乏
により生じる皮膚の炎症や脾臓の重量増加に影響しなかっ
たので，NMDA レセプターの作用はマグネシウム欠乏時
の皮膚や脾臓の炎症に関与しないことが示された。

マグネシウム欠乏により肝臓重量が増加したが，この増
加に MK-801 投与は影響しなかった。マグネシウム欠乏は
肝臓中トリグリセリド濃度を上昇させることが知られてい
る 23, 24）。本試験では，肝臓中のトリグリセリド濃度を測定
していないが，マグネシウム欠乏時に認められた肝臓重量
の上昇は，脂肪蓄積増加に起因している可能性があり，こ
の脂肪蓄積増加には NMDA レセプターの作用は関与しな
いことが示唆された。

肝臓中 ROS 濃度はマグネシウム欠乏によって増加した
（P ＝ 0.034）。この結果は，短期間のマグネシウム欠乏に
よる肝臓での酸化ストレス発生を示しており，マグネシウ
ム欠乏飼料給与 8 日間で，ラット肝臓中過酸化脂質濃度が
上昇した過去の報告と一致している 22）。本試験では，マ
グネシウム欠乏時の肝臓中 ROS 濃度上昇に MK-801 投与

は影響しなかった。本試験の結果から，マグネシム欠乏時
に肝臓では酸化ストレスが生じるが，これには NMDA レ
セプターの作用は関与しないことが示唆された。

マクロファージ，単球や好中球など多くの白血球系細胞
で発現している Mac-114）ならびに CD4515）の mRNA 発現
がマグネシウム欠乏ラットの肝臓では増加したが，MK-
801 投与による効果は認められなかった。肝臓ではマクロ
ファージであるクッパー細胞が常在している 25）。クッ
パー細胞も Mac-1，CD45 を発現していることが知られて
いる 26, 27）。単離した肺胞マクロファージをマグネシウム欠
乏培地で培養すると，TNF- αおよび IL-1 β放出が促進さ
れ，カルシウム阻害剤であるニフェジピン投与によって，
このマグネシウム欠乏の影響が消失することが報告されて
いる 28）。したがって肝臓のクッパー細胞も肺胞マクロ
ファージ同様に，マグネシウム欠乏によって活性化が生じ
ている可能性がある。また，肝臓で大量の ROS が産生さ
れると酸化ストレスが生じ，それによってクッパー細胞が
活性化し，活性化したクッパー細胞での炎症性サイトカイ
ン産生が増加し，炎症反応やさらなる酸化ストレス増大に
つながることが報告されている 29）。以上の結果から，マ
グネシウム欠乏自体またはマグネシウム欠乏によって生じ
る ROS が，肝臓におけるクッパー細胞の活性化を生じ，
炎症反応が生じている可能性がある。一方，マグネシウム
欠乏時の Mac-1 ならびに CD45 の mRNA 発現増加は，
MK-801 投与の影響を受けなかったので，このような反応
には NMDA レセプターは関連しないことが示された。

肝臓中 Mcpt1 の mRNA は，マグネシウムを充足した多
くのラットでは発現が認められなかったが，マグネシウム欠
乏ラットでは発現しており，その発現量は MK-801 の影響
を受けなかった。マグネシウム欠乏は十二指腸，腎臓粘膜
下組織，舌，骨髄におけるマスト細胞数を増加させる 19, 30-32）。
Takemoto ら 33）はマグネシウム欠乏により肝臓中のマス
ト細胞数が出現するとともに，マスト細胞特異的な
Mcpt1 の mRNA が発現することを報告している。本試験
でも，マグネシウム欠乏は肝臓においてマスト細胞を誘導
することが示唆された。一方，マグネシウム欠乏によるマ
スト細胞の誘導には，NMDA レセプターは関与しないこ
とが示された。

Table 3  Effect of magnesium deficiency and the NMDA receptor antagonist on the expression of Mac-1, CD45, and Mcpt1 mRNA.

Group C MgD C ＋ MK MgD ＋ MK ANOVA Effect (P)
Mean SE Mean SE Mean SE Mean SE Mg MK Mg × MK

Mac-1 1.00 0.56 2.53 0.91 0.46 0.17 3.26 0.81 0.008 0.985 0.588
CD45 1.00 0.28 2.24 0.55 1.00 0.29 2.58 0.70 0.013 0.898 0.893
Mcpt1 ― 1.00 0.43 ― 0.51 0.20 ― 0.714 ―

Mean values with their standards errors (n ＝ 6).
C, rats given the control diet; C ＋ MK, rats given the control diet with administered the NMDA receptor antagonist (MK-801); MgD, 
rats given the magnesium-deficient diet; MgD ＋ MK, rats given the magnesium-deficient diet with administered the NMDA receptor 
antagonist; Mg, Magnesium; MK, MK-801.
The expression of Mac-1 and CD45 mRNA was expressed as the relative value to the control group.
The expression of Mcpt1 mRNA was expressed as the relative value to the MgD group because Mcpt1 mRNA was not detected in 
most rats of the C and C-MK groups.
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本試験では，マグネシウム欠乏ラットの肝臓では，
ROS 産生増加による酸化ストレスが発生しており，白血
球関連伝子発現増加やマスト細胞特異的遺伝子発現増加が
示すように炎症反応が生じている可能性が示唆された。し
かし，MK-801 投与はこれらマグネシウム欠乏に対する反
応に影響しなかった。マグネシウム欠乏飼料給与 1 週後で
は，ラット心臓に投射されている C 神経線維末端からの
サブスタンス P 分泌が NMDA レセプターの過剰作用によ
り増加し，炎症が生じることが報告されている 7）。肝臓に
も心臓と同様に C 神経投射が投影されているが 5, 8），マグ
ネシウム欠乏により生じる肝臓での酸化ストレスや炎症反
応は，心臓とは異なり NMDA レセプターの作用過剰を介
していないことが示唆された。
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