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研究成果の概要（和文）：未解明であるマグネシウムの生体吸収機構を明らかにするため、マグネシウムの吸収に関わ
る腸上皮の基底側に局在するMg2+排出トランスポーターMagExの遺伝子破壊マウスを作出した。ホモ欠損マウスでは血
中マグネシウム濃度が低下していた。また腸からのマグネシウム吸収能を比較するべく糞中のマグネシウム量を測定し
たところMagExの欠損により増加していたが、摂食量について野生型マウスと明確な差は認められなかった。これらの
実験結果より、MagExが生体内へのマグネシウムの吸収に重要な役割を果たしていることが強く示唆された。

研究成果の概要（英文）：Transcellular Mg2+ transport across epithelia is essential for magnesium homeostas
is. Apical entry and basolateral extrusion is required to accomplish this process, but molecules responsib
le for basolateral extrusion have not yet been identified. I perform functional analyses of uncharacterize
d membrane protein MagEx. Live imaging analyses reveal that MagEx can extrude Mg2+ by exchanging intracell
ular Mg2+ with extracellular Na+. Immunohistochemical analyses show that MagEx is strongly expressed in in
testinal epithelia, and localizes to their basolateral membrane. To clarify the in vivo role of MagEx, its
 knockout mice was generated. Homozygotes show hypomagnesemia, and intestinal absorption of magnesium is i
mpaired in these mice. These results show that MagEx is the basolaterally located Mg2+ extrusion molecule,
 and demonstrate the crucial importance of Mg2+ extrusion by MagEx in magnesium homeostasis.
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１．研究開始当初の背景 
マグネシウムは必須ミネラルの 1 つとして

広く知られており、ATP の産生／分解を含む
多くの酵素反応にマグネシウムイオン 
(Mg2+) が必要である。しかしながら、マグネ
シウムの生体への取り込み機構については、
よくわかっていない。マグネシウムの食物か
らの吸収について、腸上皮の細胞と細胞の間
を通る仕組みと、細胞自身を通る仕組みの 2
つが知られている。特に細胞自身を通る仕組
みに関しては、腸上皮細胞の頂端（消化管腔）
側にある Mg2+透過性のイオンチャネル
TRPM6/7 が重要であることが知られており、
実際、TRPM6 遺伝子の変異が遺伝性の低マグ
ネシウム血症の患者より見つかっている。し
かし、腸上皮細胞内に入ったマグネシウムが
どのようにして体腔へ取り込まれるのか、そ
の機構については未解明のままであった。私
は機能未知の膜蛋白質 MagEx の解析に取り
組み、MagEx がこれまで未同定であった Mg2+ 

を細胞外に排出する Mg2+-Na+交換体である
ことを発見した。また MagEx を特異的に認識
する抗体を用いてその発現箇所を調べた結
果、ウエスタンブロット解析により MagEx
が腸に大量に存在していること、そして組織
染色から栄養成分の吸収に関わる腸上皮細
胞の基底（体腔）側に存在していることを発
見した。これらの予備的実験結果より、MagEx
が腸上皮細胞の基底側より体腔へ Mg2+を「排
出する」ことによりマグネシウムを生体内へ
と送り込んでおり、個体レベルでのマグネシ
ウム吸収に寄与している可能性が考えられ
た。 
 
２．研究の目的 
本研究では上記の仮説を、in vitro 培養細胞

系からマウス個体レベルを含む重層的な実
験手法（具体的には下記「３．研究の方法」
に詳述）を用いて検討することで、これまで
未解明であったマグネシウム吸収機構を解
明することを目的としていた。 
 
３．研究の方法 
(1) MagEx 遺伝子ノックアウトマウスを作出
し、その解析を行う。血中、尿中や各種組織
中のマグネシウム濃度を微量元素の定量法
として知られている、ICP-OES 法などで測定
する。また糞中のマグネシウム量を測定、算
出し、食餌中のマグネシウム量と比較するこ
とで、腸から吸収されているマグネシウム量
を導き出す。野生型マウスと比べることで、
腸からのマグネシウムの吸収に差があるか
について、明らかにする。また、低マグネシ
ウム血症の患者において観察される食欲不
振、衰弱、痙攣などを中心に、その表現型を
観察する。一方で、この MagEx遺伝子ノック
アウトマウスは、MagEx プロモーター下で
LacZ を発現するように設計されている。この
ことを利用し、ヘテロマウスで lacZ 染色を行
い、腸上皮での MagEx の発現を確認するとと

もに、他の組織における発現も解析する。ま
た、高マグネシウム食などによるマグネシウ
ムの付加等により表現型が回復するか、ある
いは逆に低マグネシウム食により、表現型が
増悪化するかどうか、明らかにする。 
 
(2) 予備的実験により、極性研究のモデルと
して汎用される MDCK 細胞をシート状に培
養し MagEx を発現させると、マウス腸上皮と
同様に基底側に局在することを確認してい
る。この実験系を用いて、MagEx が基底側に
局在する分子機構を明らかにする。MDCK 細
胞に MagEx の野生型および各種変異体を導
入し、その局在を共焦点顕微鏡で観察する。
また、シート状に培養している MDCK 細胞
の頂端側、あるいは基底側からビオチンを加
えて、頂端、基底側の片方の膜蛋白質のみを
標識する生化学的実験も併せて行う。これら
により、野生型および変異型 MagEx の局在を
調べ、MagEx が基底側に局在するために必要
なアミノ酸領域を特定する。また、基底側へ
の局在化機構の一つとして、AP-1B 複合体の
関与が知られている (Gravotta et al. PNAS 
104, 1564-1569) 。AP-1B 複合体の構成因子と
MagEx との結合解析や、RNA 干渉法による
発現抑制実験を行い、MagEx の基底側への局
在制御における同複合体の重要性を明らか
にする。 
 
４．研究成果 
(1) 作出した MagEx 遺伝子ノックアウトマ
ウスの血中マグネシウム濃度をキシリジル
ブルー法により測定したところ、野生型マウ
スと比較して、有意に低下していた。また、
ICP-OES法を用いた各種元素の定量の結果に
おいても、同様に MagEx 遺伝子ノックアウ
トマウスにおいて血中のマグネシウム濃度
が低下しており、一方で測定した他の元素
（ナトリウム、カリウム、カルシウム）につ
いては明確な差異が認められなかった。また、
食餌中のマグネシウム量を減らしたところ、
MagEx 遺伝子ノックアウトマウスは野生型
マウスと比較して早く死亡することが判明
した。併せて、MagEx遺伝子ノックアウトマ
ウスではマグネシウム恒常性に異常をきた
していることが明らかとなった。 
 これらのマウスにおける腸からのマグネ
シウムの吸収能を明らかにするべく、糞中の
マグネシウム量を測定、算出した。その結果、
MagEx 遺伝子ノックアウトマウスは野生型
マウスと比較して糞中のマグネシウム量が
有意に増加していた。一方、野生型および
MagEx 遺伝子ノックアウトマウスの間で摂
食量に明確な差異は見受けられなかった。従
って、これらの結果は MagEx遺伝子ノックア
ウトマウスでは腸におけるマグネシウムの
吸収が弱まっていることを示しており、
MagEx が腸でのマグネシウムの吸収に重要
な役割を果たしていることを強く示唆して
いるものと位置づけられる。 



一方で、尿中のマグネシウム濃度を測定し
たところ、野生型のマウスと比較して顕著に
低下していた。このことは、MagEx遺伝子ノ
ックアウトマウスでは血中マグネシウム濃
度の低下に応答して、腎臓におけるマグネシ
ウムの再吸収能を高め、排出されるマグネシ
ウムの量を抑えることで血中マグネシウム
濃度のさらなる低下を防いでいると考えら
れる。今後さらにこの具体的な分子機序を明
らかにすることで、また新たなマグネシウム
恒常性の維持機構が明らかになることが期
待される。 
 
(2) さらに、この MagEx遺伝子ノックアウト
マウスでは歯のエナメル質の形成に異常が
見受けられた。電子顕微鏡を用いて詳細な構
造を観察したところ、MagEx遺伝子ノックア
ウトマウス由来のエナメル質はエナメル小
柱の形成が不十分であり、小柱間の隙間が大
きくなっていた。また、元素分析を行ったと
ころ、マグネシウムの量が多くなっており、
一方でカルシウムやリンの量が少なくなっ
ていた。高硬度のエナメルの形成時において、
マグネシウムを除去することが重要と考え
られており、MagEx遺伝子ノックアウトマウ
スではこのマグネシウムの除去が不十分な
ため、エナメルの形成に異常が生じていると
考えられる。歯の組織染色を行った結果、
MagEx はエナメル質の形成に重要な役割を
果たす、エナメル芽細胞に発現しており、ま
たエナメル質と反対側の基底側に局在して
いた。つまり、MagEx は基底側から Mg2+を
排出することで、エナメル芽細胞を介したマ
グネシウムの除去に重要な役割を果たして
いると示唆される。 
 
(3) MagEx が基底側に局在する分子機構を明
らかにするべく、これまでに膜蛋白質の基底
側局在に重要な役割を果たしていると報告
されているクラスリンアダプター複合体
AP-1Bの寄与について検討した。この目的で、
MDCK 細胞に対して、AP-1B の基質認識サブ
ユニットであるμ1Bの発現抑制実験を行った。
レトロウィルスを用いて μ1B に対する
shRNA をコードするベクターを導入し、μ1B
の発現抑制株を樹立したが、MagEx の局在は
基底側のみで観察され、少なくとも AP-1B 以
外の寄与が想定された。最近、一部の基底側
局在蛋白質について AP-1B 以外に AP-1A も
相補的に働くことが報告されているため、次
に AP-1A の関与について検討するべく、
AP-1A の μ1A サブユニットの発現抑制実験
を行った。上記 μ1B 発現抑制株に対して μ1A
に対する siRNA を導入し、2 重発現抑制細胞
を作成したところ、MagEx のシグナルが頂端
部にも観察されるようになった。また、μ1A
に対する発現抑制のみでは MagEx は基底側
に局在していたことから、AP-1A と AP-1B が
相補的に働くことで、MagEx は基底側に局在
化しているということが強く示唆された。実

際、免疫沈降法を用いて MagEx と μ1A、μ1B
の複合体形成を調べたところ、いずれも
MagEx と共沈することが確認された。 
 次に、MagEx のどの部位が基底側局在に重
要であるかを明らかにするべく、旧来より蛋
白質の基側部局在に重要であると知られて
いる、YXXΦ（Φ は大きな側鎖をもつ疎水性
アミノ酸残基）および LL モチーフについて、
各々アラニンに置換した変異体を作成し、そ
の局在を観察した。その結果、MagEx のアミ
ノ酸配列中に存在する YXXΦ、LL モチーフ
の中で、3 つの LL モチーフを変異させた場
合に部分的に頂端部への局在が見受けられ
るようになった。そして、3 つの LL モチー
フ全てをアラニンに置換した変異体では、
μ1A、μ1B を発現抑制した場合と同様に、大
半の細胞で MagEx が頂端部にも局在してい
た。また、免疫沈降実験において、この変異
体 MagEx は μ1A、μ1B との共沈をみとめなか
った。これらの実験結果より、MagEx の基側
部への局在は LL モチーフを介して AP-1A、
AP-1B複合体と相互作用することにより担わ
れていることが強く示唆された。 
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