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Patients with lifestyle-related diseases such as hypertension, diabetes, and hyperlipidemia are at high risk for the
pathogenesis of a life-threatening atherosclerotic disease. The elucidation of the mechanism responsible for the patho-
genesis can bring about the prevention and the cure of lifestyle-related diseases. We think that abnormal transport of
electrolytes in renal tubule is involved in lifestyle-related diseases and renal failure. This review focuses on the regulatory
mechanisms of Mg2＋ transport pathways in renal tubular cells. Mg2＋ ˆltrated by glomeruli is reabsorbed by transcellular
and paracellular pathways in renal epithelial cells. Transient receptor potential melastatin 6 (TRPM6) channel is ex-
pressed in the apical membrane and involved in the reabsorption of Mg2＋. Cyclosporine A decreased TRPM6 expression
and Mg2＋ in‰ux, suggesting that the decrease in TRPM6 expression may cause hypomagnesemia. Claudin-16 is ex-
pressed in the tight junction (TJ) of the thick ascending limb of Henle and may be involved in the paracellular Mg2＋

transport. We found that the phosphorylation of claudin-16 is necessary for its localization on the TJ and claudin-16 is
de-phosphorylated in Dahl salt-sensitive (DS) hypertensive rats. In epidemiologic studies, magnesium is the correlate of
both systolic and diastolic blood pressure. Dysfunction of claudin-16 may be involved in the salt-sensitive hypertension.
Dysfunction of Mg2＋ reabsorption in renal tubule may be involved in renal failure and lifestyle-related diseases.
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1. はじめに

腎臓は老廃物の排泄，薬剤の排泄，電解質の再吸

収といった生命維持において重要な役割を担う．こ

のような物質の輸送には，多くのイオン輸送機構が

関与する．腎臓におけるイオン輸送機構の遺伝性疾

患には，ナトリウム／カリウム／クロライド共輸送

体（NKCC2）やカリウムチャネルの異常による

Bartter 症候群，1)ナトリウム／クロライド共輸送体

の異常による Gitelman 症候群，2)ナトリウム依存性

糖輸送体の異常による腎性糖尿病，3)アミノ酸トラ

ンスポーターの異常によるシスチン尿症4)などがあ

る．イオン輸送機構の異常により，腎臓に障害が生

じるだけでなく，全身に多様な症状が現れる．

高血圧症，糖尿病，高脂血症などの生活習慣病

は，一人の患者に重積することが多く，生命を脅か

す動脈硬化性疾患の発病リスクが非常に高くなる．

生活習慣病の発症や悪化には，遺伝，外部環境，生

活習慣といった 3 つの要因が係わると考えられてい

る．高血圧症は，原因疾患が明らかな二次性高血圧

症と原因疾患が不明な本態性高血圧症に分けられ

る．本態性高血圧症は高血圧患者の約 90％を占め

ており，薬物治療は降圧薬による対症療法となる．

そのため，高血圧症の発症機序の解明は，新しい予

防薬と治療薬の開発につながると期待される．高血

圧症の一因として，ミネラルバランスの異常が報告

されており，腎臓におけるイオン輸送機構の異常

が，高血圧症の発症や進展に関与すると考えられ

る．57)疫学的研究により，マグネシウム摂取量と

高血圧症のリスクが逆相関することが報告されてい

る．しかし，高血圧症の患者において，マグネシウ

ム吸収機構に異常があるかどうかは不明である．
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Fig. 1. Magnesium Reabsorption Pathways in Renal Tubule
The renal Mg2＋ ˆltrated in the glomeruli is reabsorbed by the paracellular pathway in the thick ascending limb of Henle (TAL) and by the transcellular path-

way in the distal convoluted tubule (DCT). In the TAL, claudin-16 is distributed in the tight junction and makes a Mg2＋-permeable pore. In the DCT, TRPM6 is
colocalized with NCCT in the apical membrane. After Mg2＋ in‰ux via TRPM6, Mg2＋ is extruded by presumably Na＋/Mg2＋-exchanger and Mg2＋-ATPase.
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アミノグリコシド系抗生物質や免疫抑制薬は，腎

障害を引き起こすことが知られているが，そのメカ

ニズムは不明な点が多い．腎障害が進行し腎機能が

顕著に低下すると，尿毒症状態になるため，透析療

法が必要となる．腎障害の進展を阻止するため，食

事療法や高血圧症などに対する薬物療法が行われて

いる．腎障害の発症・進展メカニズムの解明は，新

しい治療薬の開発につながると期待される．

われわれは，腎臓におけるマグネシウム輸送機構

に着目し，生理的な機能及び発現調節機構を解明す

るとともに，高血圧症や腎障害との関連について検

討した．

2. 腎臓におけるマグネシウム再吸収機構

微量栄養素であるマグネシウムは，カルシウム，

リンにつぐ骨の構成成分であり，体内に約 25 g が

保持されている．マグネシウムの一日に必要な摂取

量は 300 mg 程度（成人）であるが，日本人の平均

摂取量は約 250 mg で不足しがちなミネラルといえ

る．マグネシウムが欠乏すると，神経・筋の興奮性

の上昇，頻脈や不整脈といった症状がみられる．生

体内のマグネシウムバランスは，腎臓における排泄

と再吸収により厳密に調節されているが，その調節

機構の詳細は不明である．糸球体でろ過されたマグ

ネシウムは，近位尿細管で 1520％，ヘンレの太い

上行脚で 6575％，遠位曲尿細管で 510％が再吸収

され，最終的に 35％が尿中に排泄される．8)これ

らの再吸収の過程には，細胞間を通る傍細胞経路と

細胞内を通る経細胞経路が関与する（Fig. 1）．

2-1. 近位尿細管におけるマグネシウム再吸収機

構 近位尿細管におけるマグネシウム輸送体の実

体は解明されていない．マグネシウムは傍細胞経路

と経細胞経路を介して再吸収されると考えられてい

る．ラット近位尿細管由来の NRK52E 細胞を用い

て経細胞的なマグネシウム輸送機構を調べたとこ

ろ，ナトリウム依存性及び非依存性のマグネシウム

排出が観察された（Fig. 2)．9)これらの調節因子を

調べ，一酸化窒素やアラキドン酸代謝物が関与する

ことを発見した．1012)ナトリウム依存性及び非依存

性のマグネシウム排出機構が，尿細管から血管への

マグネシウム輸送を担うと示唆され，これらの機能

が一酸化窒素やアラキドン酸代謝物によって調節さ

れることが明らかになった．マグネシウム流入機構

に関する研究において，高血圧症とマグネシウム流

入異常との関連が示唆される知見が得られた．ダー

ル食塩感受性高血圧発症（DS）ラットは，1962 年

に SpragueDawley 系ラットからの選抜交配によっ

て確立された系統であり，13)ヒトの食塩感受性高血

圧のモデル系として様々な実験に使用されている．
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Fig. 2. Na＋-dependent and Independent Mg2＋ EŒux in
NRK52E Cells
(A) Typical traces of [Mg2＋]i change in NRK52E cells. The cells were

perfused with Mg2＋-containing solution (＋Mg), and then with Mg2＋-free
solution (－Mg) in the presence and absence of Na＋. (B) The change in
[Mg2＋]i with time was estimated in the ˆrst 200 s following perfusion of
Mg2＋-free solution in the presence and absence of Na＋. p＜0.01 vs. ＋Na.
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DS ラットは，高血圧症になるとともに心不全や腎

障害を発症する．さらに，ナトリウムの貯留が増加

することが報告されている．われわれは DS ラット

を用いて，近位尿細管におけるアミロライド誘導性

マグネシウム流入が低下しており，尿中へのマグネ

シウム排泄が増加することを発見した．14)その原因

として，一酸化窒素の産生低下が関与すると示唆さ

れた．腎臓におけるマグネシウム再吸収の低下が，

高血圧症に関与する可能性がある．

2-2. クローディン16 を介したマグネシウム輸

送 ヘンレの太い上行脚において，マグネシウム

は傍細胞経路を介して再吸収される．このマグネシ

ウム再吸収は，上皮膜の電気化学ポテンシャル勾配

によって調節される．15)つまり，上皮膜電位に影響

を与える因子は，マグネシウム再吸収にも影響を及

ぼす．この部位の上皮膜電位は，管腔側膜に発現す

る NKCC2 によって調節される．16) 1999 年にエール

大学の Simon らは，Familial hypomagnesemia with

hypercalciuria and nephrocalcinosis (FHHNC）患者

から，ポジショナルクローニング法により原因遺伝

子のクローディン16 を発見した．17)クローディン

16 は 20 種類以上のメンバーからなるクローディン

ファミリーに属し，タイトジャンクションの構成因

子である．タイトジャンクションは最も管腔側に近

い細胞間結合部位で，物質が自由に透過しないよう

にバリアーとして働くと考えられていた．ヒトク

ローディン16 タンパク質は，305 個のアミノ酸か

らなる 4 回膜貫通型の構造を有し，アミノ末端とカ

ルボキシ末端は細胞内に位置する．カルボキシ末端

の PSD95/DglA/ZO-1-like domain (PDZ）結合モ

チーフは足場タンパク質の ZO-1 や ZO-2 などと結

合し，細胞骨格タンパク質につなぎ止められてい

る．腎臓における発現部位は，ヘンレの太い上行脚

と遠位曲尿細管に限局される．FHHNC 患者では，

20 種類以上のクローディン16 の変異体が見つかっ

ており，1719)変異部位の大部分が膜貫通領域と細胞

外領域に分布する．クローディン16 の変異による

マグネシウム再吸収の異常機構として，クローディ

ン16 の原形質膜へのトラフィッキングの阻害，又

はマグネシウム輸送機構の阻害が推察される．イヌ

腎臓由来の MDCK 細胞にクローディン16 を発現

させたところ，クローディン16 は ZO-1 とともに

タイトジャンクションに分布し，上皮膜間の

45Ca2＋ 透過性が増加した．20)このことからクローデ

ィン16 は二価カチオンに対するチャネル又はポア

として働くと示唆された．高濃度のマグネシウム存

在下では 45Ca2＋ の透過性が低下したことから，カ

ルシウムとマグネシウムが競合的に輸送されると考

えられた（Fig. 3）．Ussing Chamber を用いて上皮

膜電位を調べたところ，管腔内の電位は約＋6 mV

の陽性であった．二価カチオンの輸送量は，上皮膜

電位に依存して変化した（Fig. 4）．クローディン

16 の PDZ 結合モチーフの欠失体や点変異体は，

ZO-1 から解離して細胞質に分布した．さらに，二

価カチオンの輸送量がコントロールレベルにまで低

下した．以上のことから，PDZ 結合モチーフに変

異のある FHHNC 患者では，クローディン16 が

タイトジャンクションに分布できないためにマグネ

シウム再吸収が低下し，低マグネシウム血症になる

と示唆された．われわれの論文報告後，ほかの変異

体の発現と機能に関する研究成果が報告されるよう
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Fig. 3. Inhibition of Ca2＋ Transport by Excess Mg2＋ in the Claudin-16-expresing MDCK Cells
(A) Mock (open columns) and wild-type claudin-16 (closed columns) expressing cells were cultured on transwell inserts. 45Ca2＋ was added to the apical com-

partment, and then basal compartment was collected after 60-min. The concentration of MgCl2 was changed from 0 to 10 mM in the solution of the apical compart-
ment. CaCl2 concentration was invariable at 1 mM. (B) 45Ca2＋ was added to the basal compartment, and then the apical compartment was collected after 60-min.
The concentration of MgCl2 was changed from 0 to 10 mM in the solution of the basal compartment. p＜0.01 vs. mock cells. NSp＞0.05 vs. mock cells.

Fig. 4. Increase of Transepithelial Ca2＋ Transport by Positive Electric Potential Gradient
Mock (closed circles) and wild-type claudin-16 (open circles) expressing cells were cultured on transwell inserts. The ˆlter rings were detached and mounted in

the Ussing chambers. The transepithelial voltage was clamped at －10, 0, or ＋10 mV. The solution containing 45Ca2＋ was added to apical (A) or basal (B) com-
partments, and then the contralateral compartment was collected after 30-min. p＜0.05 and p＜0.01 vs. mock cells.
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になった．21,22)クローディン16 の細胞内局在に関

する研究を進め，プロテインキナーゼ A によるリ

ン酸化機構がタイトジャンクションへの局在調節に

関与することを発見した．23,24)食塩感受性高血圧発

症ラットでは，クローディン16 が脱リン酸化状態

にあったことから，尿中へのマグネシウム排泄の増

加の一因として，クローディン16 の局在異常が関

与すると示唆された．25)尿細管から再吸収されたマ

グネシウムは，血管側の濃度が上昇しても，尿細管

に分泌されない．その理由として，ナトリウムによ

る電気化学ポテンシャル勾配が影響すると報告され

ているが，それだけでは十分に説明できない．尿細

管上皮細胞の基底側膜には細胞外多価カチオン感知

受容体（CaSR）が発現する．クローディン16 発

現細胞に CaSR アゴニストを処理したところ，ク

ローディン16 は細胞質に分布した．26) CaSR は Gi
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タンパク質に共役しており，cAMP 濃度を低下さ

せることにより，クローディン16 を脱リン酸化す

ると示唆された．体内のマグネシウム濃度が増加す

ると，クローディン16 をタイトジャンクションか

ら解離させることにより，尿細管へのマグネシウム

の逆流を防ぐと示唆された．

2-3. 遠位曲尿細管におけるマグネシウム再吸収

機構 遠位曲尿細管において，マグネシウムは経

細胞経路を介して再吸収される．カナダの

Quamme らのグループの研究により，遠位曲尿細

管におけるマグネシウム再吸収は，多くのホルモン

によって調節されることが明らかにされたが，その

標的分子は不明であった．27)近年，マグネシウムチ

ャネルとして，transient receptor potential channel

ファミリーに属する TRPM6 と TRPM7 がクロー

ニングされた．2830) TRPM6 と TRPM7 は構造的に

52％の相同性を示し，マグネシウムとカルシウムの

透過性を有する．TRPM7 は様々な臓器にユビキタ

スに発現しており，細胞の生存に必要なマグネシウ

ムの取り込みを担うと考えられている．一方，

TRPM6 は主に小腸と腎臓に発現し，マグネシウム

の吸収と再吸収を担うと考えられている．TRPM6

の転写は，epidermal growth factor (EGF）や estro-

gen などのホルモン，食事中マグネシウムの低下に

よって促進される．31,32)電気生理学的手法を用いた

研究により，TRPM6 チャネル活性は，細胞外の酸

性化によって活性化され，細胞内マグネシウム濃度

や ATP 濃度の上昇によって抑制されることが明ら

かにされた．33)われわれは，TRPM6 の転写調節機

構に関する研究を進め，EGF 受容体の活性化，

ERK1/2 のリン酸化，c-Fos の発現増加というシグ

ナルを介して，TRPM6 の発現量が増加することを

発見した．34,35)遺伝的に EGF の分泌が低下した患

者において，低マグネシウム血症がみられることか

ら，EGF による TRPM6 の転写調節が，マグネシ

ウム濃度の調節において重要であると示唆される．

免疫抑制薬のシクロスポリン（CsA）や FK506

は，臓器移植後の免疫抑制に使用されるが，低マグ

ネシウム血症や腎障害などの副作用により，使用期

限・濃度が制限される．低マグネシウム血症の発症

機序が不明であったため，TRPM6 の発現に対する

シクロスポリンの影響を調べた．シクロスポリンは

TRPM6 mRNA とタンパク質の発現を低下させた

（Fig. 5)．35) T 細胞において，シクロスポリンはシク

ロフィリンと複合体を形成し，カルシニューリンと

結合し，nuclear factor of activated T cells (NFATc）

の核への移行を阻害することにより，免疫反応を阻

害する．NFATc 阻害薬は TRPM6 発現に影響を及

ぼさなかったことから，シクロスポリンはほかの因

子に作用すると示唆された．そして，シクロスポリ

ンは c-Fos の発現を低下させることにより，TRPM6

の発現を低下させる知見が得られた．動物実験で

は，免疫抑制薬による腎障害が，マグネシウム投与

により抑制されることが報告されている．マグネシ

ウム再吸収に影響を及ぼさない免疫抑制薬の開発

が，副作用の回避につながると期待される．

3. マグネシウム欠乏による細胞増殖の抑制

腎臓は老廃物や薬剤を排泄するため，絶えず過酷

な環境に曝露されている．そのため，尿細管上皮細

胞の一部は障害を受け，尿中へと排泄される．尿細

管が正常な機能を維持するためには，上皮細胞が障

害部位へ増殖する必要があると考えられる．細胞増

殖の調節におけるマグネシウムの関与を調べるため，

TRPM6 発現の影響について検討した．細胞増殖は，

EGF 処理で増加したのに対し，TRPM6 siRNA の

導入により低下した．細胞周期を解析したところ，

TRPM6 発現のノックダウンにより，G1 期の細胞

が多くなり，S 期の細胞が少なくなることが明らか

になった（Table 1）．また，TRPM6 発現のノック

ダウンにより，細胞周期調節タンパク質であるサイ

クリン D1 の発現量が低下した．以上のことから，

TRPM6 発現の低下により，尿細管上皮細胞の増殖

が阻害されることが明らかになった．尿細管障害が

原因となる腎障害において，マグネシウム再吸収の

低下により腎障害が進展すると示唆される．

4. おわりに

本総説では，腎臓におけるマグネシウム輸送機構

の分子実体，発現調節機構，細胞内分布調節機構，

病態との関連についてわれわれの知見を中心に紹介

した．マグネシウム欠乏は，神経系や循環器系の機

能異常を引き起こすと考えられ，マグネシウムホメ

オスタシスの調節機構の解明が期待される．TRPM6,

TRPM7，クローディン16 といったマグネシウム

輸送体が明らかになったが，いまだ不明なマグネシ

ウム輸送体がある．マグネシウム輸送体の機能調節

においては，ほかのイオン輸送体と同様に，転写・
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Fig. 5. Decrease in TRPM6 Expression by CsA in NRK52E
Cells

NRK52E cells were incubated with CsA for 24 h at the indicated con-
centration. (A) After the isolation of total RNA from the cells, semi-quan-
titative RTPCR was performed using speciˆc primers for TRPM6 and
TRPM7. (B) Cytoplasmic lysates (60 mg) were immunoblotted with anti-
TRPM6, TRPM7, or actin antibody. (C) The band densities of Western
blotting were quantiˆed with Doc-It LS image analysis software, and then ex-
pressed relative to the value at 0 mM. Closed and open columns show
TRPM6 and TRPM7 expression, respectively. Actin served as an internal
control for normalization purposes.

Table 1. EŠect of TRPM6 siRNA on the Cell Cycle

G0/G1 S G2/M

Mock 34.8±0 35.9±0.6 31.7±1.1

EGF 32.1±0.4 39.8±0.128.8±0.3

TRPM6 siRNA 38.7±0.2 33.3±0.4 31.0±0.6

EGF＋TRPM6 siRNA 40.1±1.5NS 31.7±0.6NS 31.7±0.5NS

After being cultured in media containing 0.5％ fetal calf serum for 36 h,
cells were transfected with TRPM6 siRNA. Mock transfection was used as
a negative control. After 24 h of transfection, cells were cultured in media
containing 5％ fetal calf serum in the absence and presence of 10 ng/ml
EGF for 24 h. p＜0.05 and p＜0.01 vs. Mock. NS p＞0.05 vs. TRPM6
siRNA alone.
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翻訳，細胞内トラフィッキング，チャネル分子への

直接作用といった多様な調節機構の存在が明らかに

なってきた．マグネシウム輸送体をターゲットにし

た新規薬剤の開発のためには，未知のマグネシウム

輸送体の実体を解明するとともに，輸送体の調節機

構を詳細に検討する必要がある．
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