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概 要 日本人の食事摂取基準（2010）の推奨量は、成人男性 340 mg、成人女性 290 mg であるため、Mg 摂取量はか

なり不足しており、日本人は慢性的な Mg 摂取不足の状態であることが推察される。また、2010 年アメリカ合衆国では、成

人の約 60% がマグネシウム摂取不足の報告があり、これが肥満、動脈硬化、高血圧、骨粗鬆症、糖尿病、癌などの疾病

の発生に、かなり関連しているとされる。このように Mg の生理的重要性はあきらかであるにも関わらず、Mg 欠乏の条件下

での免疫能による慢性疾病の発症メカニズムについては必ずしも明らかではない。そこで、本研究は、Mg 欠乏下での免

疫能に着目し、糖尿病モデルマウスを作成し、このマウスを用いて食餌による Mg 欠乏群を設けて免疫担当細胞をフロー

サイトメトリーにて表面解析を行った。 

4 週齢雄の ICR 系マウスを用いて、ストレプトゾトシンを腹腔内に 2 回投与（100 mg/kg 体重）して、２型糖尿病を誘発さ

せた。群構成は糖尿病モデルではない control 群、Mg 欠乏群、糖尿病モデル（Diabetes Mellitus: DM）DM 群、DM+Mg

欠乏群の計 4 群で、各群 6 匹ずつとした。実験に用いた飼料の組成は AIN-93G の組成に準じ、対照群の食餌には酸化

マグネシウムを含むミネラル混合を用い、Mg 欠乏群の食餌には上記ミネラル混合から酸化マグネシウムを除いたミネラル

混合を用いた。実験期間は 10 日間とし、摂餌量、体重は毎日測定し、剖検後、血液を採取、胸腺、脾臓の重量を測定し

た。血液は Mg 濃度およびグルコース濃度を測定した。また、血液、脾臓、胸腺については、フローサイトメトリーにて表面

解析を行った。 

1 回目の実験では、血中グルコースの結果より糖尿病になっていたが、Mg 欠乏状態は観察されなかった。免疫を検討

した結果、胸腺の T 細胞に糖尿病の影響がはっきりと見られた。未熟な細胞を示す CD4+CD8+細胞の割合が低くなって

いることが示され、CD4+CD8+の細胞が損傷を受け、相対的に CD4+単独陽性、CD8+単独陽性の割合が高くなったと考

えられる。そこで、もう一度実験を行い（2 回目）Mg 欠乏状態になったもので免疫を再度測定した。今回は Mg 欠乏状態で

あったが、DM+Mg 欠乏群は糖尿病になっていたが、DM 群が糖尿病になっていない結果となった。2 回目の結果より、

脾臓では、T 細胞において Control 群（P=0.047）、Mg 欠乏群（P=0.026）、DM 群（P=0.013）それぞれと比較して、DM+Mg

欠乏群は有意に高値を示した。B 細胞では、Mg 欠乏群と比較して DM+Mg 欠乏群は P=0.036 で有意に低値を示した。

NK 細胞は、control 群と比較して DM+Mg 欠乏群 P=0.018 で有意に低値を示した。糖尿病あるいは、Mg 欠乏状態である

と、B 細胞よりも T 細胞を割合的に増加させることにより、限られた免疫担当細胞による生体防御の体制を形成しているこ

とが推察された。今回は、マウスが Mg 欠乏により死亡してしまうことを考慮して、欠乏を緩めたこともあり、通常 Mg 欠乏に

なった時に観察される脾臓や胸腺の肥大も見られなかった。ただ、DM による免疫能への影響ははっきりと見られたことか

ら、さらに強い Mg 欠乏状態を作成し、再度検討することが望まれる。 

 

１．研究目的 

マグネシウム（Mg）は、人体内に７番目に多く存在する

必須ミネラルである。Mg の生体構成成分中の含量は、体

重 70 kg の成人で約 834-1,200 mmol（約 20-28 g）1) で、そ
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のうち 60-65% は骨中、27% は筋肉中、6-7% は他の組織

中、1% は細胞外液中に存在し 2)、その役割は、タンパク

質の機能維持、体温や血圧の調節、神経の興奮、筋肉の

収縮など 350 種類以上の酵素反応の触媒作用に重要な

役割を果たしている 3)。Mg が不足してもホメオスタシス作

用により骨から溶出して、血液中 Mg 濃度はよほどの欠乏

にならない限り低下をしてこない場合が多い。ラットを用い

た動物実験において、Mg 欠乏により体重増加量の低下

4‐6) や血清中総タンパク濃度の低下などタンパク質利用の

低下が引き起こされることが報告されている 7‐8)。ヒトでは、

近年、Mg の慢性的摂取不足と虚血性心疾患の発症との

関係が認められている 9-12)。Mg 欠乏に陥ると、疲労感、筋

肉の痙攣、記憶障害、抑鬱症などの症状が現れると報告

2-12) されている。しかし、このような症状は欠乏がかなり進

行してから出現するもので、このような症状になることは稀

である。注意を要するのは、急性な欠乏状態というよりは、

軽度の欠乏が慢性的に長期持続した場合に起こる虚血

性心疾患など心臓病や脳卒中などの循環器疾患である。

木村らはマウスが Mg 欠乏状態に陥ると、心臓、顎下腺、

腸管、腎臓への Mg の取り込みが他の臓器に比べて多く

なることを報告 13）している。また我々は、Mg欠乏ラットによ

る組織学的検討において、心筋細胞の変性が強く、病理

織学的検討において虚血性心疾患の初期によく見られる

病変と類似していることを観察 14）している。 

また、日本人の食事摂取基準（2010）によれば、Mg の

推奨量は、成人男性 340 mg に対して摂取量は 241 mg、

成人女性 290 mg に対して 204 mg の摂取量であるため、

Mg 摂取量はかなり不足しており、日本人は慢性的な Mg

摂取不足の状態であることが推察される。また、2010 年ア

メリカ合衆国では、成人の約 60% がマグネシウム摂取不

足の報告 15) があり、これが肥満、動脈硬化、高血圧、骨

粗鬆症、糖尿病、癌などの疾病の発生に、かなり関連して

いるとされる。このように Mg の生理的重要性はあきらかで

あるにも関わらず、Mg 欠乏の条件下での免疫能による慢

性疾病の発症メカニズムについては、必ずしも明らかでは

ない。また、臨床試験からの証明では、Mg 摂取量が不足

すると、２型糖尿病になりやすくなり、Mg 摂取量を多くす

ると２型糖尿病の発症を予防することができるという報告

16-19)があるが、糖尿病における Mg 欠乏を基礎とする機序

は十分に理解されていない。 

そこで、本研究は、Mg 欠乏下での免疫能に着目し、糖

尿病モデルマウスを作成し、このマウスを用いて食餌によ

る Mg 欠乏群を設けて免疫担当細胞をフローサイトメトリー

にて表面解析を行った。 

 

２．研究方法 

２．１ 実験動物ならびに飼育条件 

実験動物として 4 週齢の ICR 系雄マウスを日本チャー

ルス・リバー㈱より購入し、空調制御された飼育室（室温

22±2℃；相対湿度 55±5%；照明サイクル 12 時間明/12

時間暗）で、個別ケージに収容した。1 週間の馴化期間後、

異常がみられない動物を選択し、各群の初期平均体重が

ほぼ等しくなるように群分けを行った。各群 6 匹ずつ 4 群

に配した。飲料水は蒸留水とし、飲料水は実験期間を通

して自由に摂取させた。 

２．２ 実験飼料 

群構成は 4 週齢雄の ICR 系マウスを用いて、ストレプト

ゾトシンを腹腔内に 2 回投与（100 mg/kg 体重）して、２型

糖尿病を誘発させた。群構成は糖尿病モデルではない

Control 群、Mg 欠乏群、糖尿病モデル（Diabetes Mellitus: 

DM）DM 群、DM+Mg 欠乏群の計 4 群で、各群 6 匹ずつ

とした。実験に用いた飼料の組成は AIN-93G 20) の組成

に準じ、対照群の食餌には酸化マグネシウムを含むミネラ

ル混合を用い、Mg 欠乏群の食餌には上記ミネラル混合

から酸化マグネシウムを除いたミネラル混合を用いた。 

飼料原料はオリエンタル酵母㈱より購入した。 

２．３ 実験方法 

1 回目の実験では、実験期間は 7 日間とし、実験期間

中、一般状態の観察、体重および摂餌量の測定を連日実

施した。剖検後、血液を採取し、胸腺、脾臓の重量を測定

した。血液は Mg 濃度およびグルコース濃度を測定した。

また、血液、脾臓、胸腺については、フローサイトメトリー

にて表面解析を行った。2 回目の実験では、実験期間は

10 日間とし、実験期間中、一般状態の観察、体重および

摂餌量の測定を連日実施した。剖検後は 1 回目の実験と

同様に行った。 

２．３．１ 生化学的検査 

血液は遠心分離し、血清を得た。血清の Mg 濃度の測

定にはマグネシウム B－テストワコー（和光純薬工業株式

会社）、グルコース濃度の測定にはグルコースCⅡテストワ
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コー（和光純薬工業株式会社）を用いた。 

２．３．２ フローサイトメトリーによる表面解析 

細胞の分離方法は摘出した脾臓および胸腺をピンセッ

トで細かくし、RPMI·1640 倍地に浮遊させ、遠心により細

胞を集めた。胸腺は培地に再浮遊し、細胞数を計測した。

脾臓は上記の処理の後、溶血剤を加え溶血させた後、再

度洗浄し培地に再浮遊させ、細胞数を計測した。モノクロ

ーナル抗体 FITC 標識抗マウス CD3 抗体、PE 標識抗マウ

ス CD19 抗体、PE 標識抗マウス CD8a（Ly-2）抗体、PE 標

識抗マウス CD4 抗体（L3T4）は、Phar·Mingen 社のものを

使用した。モノクローナル抗体による染色と測定をおこな

った。胸腺および脾臓は 5×105 個のリンパ球と、至適濃

度に希釈した各抗体 10 μL を 4℃で 30 分間反応させた。

血液は、下記のモノクローナル抗体で染色し、溶血を行い

測定に用いた。血液および脾臓は①FITC 標識抗マウス

CD3 抗体と PE 標識抗マウス抗体 CD19、②FITC 標識抗

マウス CD3 抗体と PE 標識抗マウス抗体 CD4、③FITC 標

識抗マウス CD3 抗体と PE 標識抗マウス抗体 CD8 の 3 種

類の組み合わせで２重染色を、胸腺は、①FITC 標識抗マ

ウス CD8 抗体と PE 標識抗 CD4 マウス抗体の組み合わせ

で、２重染色を行い、PBS で 2 回洗浄した。 

２．３．３ 統計学的解析 

実験結果は、平均値±標準誤差により示した。有意差

の検定は、一元配置分散分析を用いて統計学的に解析

し、危険率5% 未満を有意差ありとした。 

 

３．結 果 

３．１ 死亡動物および一般状態 

実験開始から終了時まで死亡動物は認められなかっ

た。 

３．２ 体重変化 

1回目の実験の最終体重は、DM群はControl群に比し

て、DM+Mg(-) 群は Mg(-) 群に比して有意に低値を示し

た。2 回目の実験の最終体重は DM+Mg(-) 群は Mg(-) 

に比して有意に低値を示した。成長曲線は、5 日以降に

成長の遅延や体重増加の抑制がみられ、実験終了時ま

で続いた。 

３．３ 臓器重量 

1 回目の実験では、胸腺重量、脾臓重量および細胞数

は、群間差は認められなかった。しかし、胸腺細胞数では、

DM 群は Control 群と比して、DM+Mg(-) 群は Mg(-) と比

して有意に低値を示した。2 回目の実験では、胸腺重量

は、DM+Mg(-) 群は Control 群と比して、有意に低値を示

した。胸腺細胞数は、DM+Mg(-) はDM群と比して、有意

に低値を示した。脾臓重量は、DM+Mg(-) 群はいずれの

群と比して、有意に低値を示した。脾臓細胞数は、

DM+Mg(-) 群は Control 群および Mg(-) 群と比して低値

を示す傾向にあった（P=0.07） 

３．４ 血清生化学的検査 

血清中の Mg の濃度について、1 および 2 回目の Mg(-) 

群は、Control 群に比して、2 回目の DM+Mg(-) 群は DM

群に比して、有意に低値を示した（Fig. 1）。つまり、1 およ

び 2 回目の Mg(-) 群、2 回目の DM+Mg(-) 群は、明らか

に Mg 欠乏状態であることが確認された。 

血清中のグルコースの濃度については、1 回目の DM

群は、Control 群に比して、1 および 2 回目の DM+Mg(-)

群は Mg(-) 群に比して、有意に高値を示した（Fig. 1）。つ

まり、1 回目の DM 群および DM+Mg(-) 群、2 回目の

DM+Mg(-) 群は、糖尿病モデルマウスであることが確認

された。 

３．５ フローサイトメトリーによる表面解析 

1 回目の血液では、B 細胞は、DM+Mg(-) 群は Mg(-)

群に比して有意に低値を示した（Fig. 2）。また、ヘルパー

T 細胞は、DM 群は Control 群に比して、DM+Mg(-) 群は

Mg(-) 群に比して有意に高値を示した（Fig. 2）。脾臓では、

特に差が認められなかった。リンパ節では、キラーT 細胞

は、DM 群は Control 群と比して、DM+Mg(-) 群は Mg(-)

群と比して有意に低値を示した。未熟な細胞を示す、胸

腺の CD8+およびCD4+は、DM群はControl群に比して、

DM+Mg(-) 群では Mg(-) 群に比して有意に高値を示し

た。一方、CD4+CD8+は DM 群では Control 群に比して、

DM+Mg(-) 群は Mg(-) 群に比して有意に低値を示した。 

2 回目の血液では、T 細胞では、DM+Mg(-) 群は、

Control 群と比して、有意に高値を示した。脾臓では T 細

胞は、DM+Mg(-) 群が、いずれの群と比しても有意に高

値を示した。B 細胞は、DM+Mg(-) 群が、Mg(-) 群と比し

て、有意に低値を示した。NK 細胞は、DM+Mg(-) 群は、

Control 群と比して、有意に低値を示した。リンパ節および

胸腺においては特に差が認められなかった。 
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Fig. 1. Concentration of serum magnesium and glucose 

 

 

Fig. 2. Lymphocytes subsets from blood of mice (part 1) 
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４．考 察 

臨床試験からの証明では、Mg 摂取量が不足すると、２

型糖尿病になりやすくなり、Mg 摂取量を多くすると２型糖

尿病の発症を予防することができるという報告があるが、

糖尿病における Mg 欠乏を基礎とする機序は十分に理解

されていない。そこで、本研究は、Mg 欠乏下での免疫能

に着目し、糖尿病モデルマウスを作成し、このマウスを用

いて食餌による Mg 欠乏群を設けて免疫担当細胞をフロ

ーサイトメトリーにて表面解析を行うことを目的とした。 

1 回目の実験では、血中グルコースの結果より糖尿病

になっていたが、糖尿病モデルマウスで Mg 欠乏群は Mg

欠乏が観察されなかった。免疫能を検討した結果、血液

の B 細胞は、DM+Mg(-) 群は Mg(-) に比して有意に低

値を示した。また、ヘルパーT 細胞は、DM 群は Control

群に比して、DM+Mg(-) 群は Mg(-) 群に比して有意に高

値を示した。つまり、B 細胞よりも T 細胞を割合的に増加さ

せることにより、生体防御の体制を形成している可能性が

示唆される。 

また、胸腺の CD8+および CD4+は、DM 群は Control

群に比して、DM+Mg(-) 群は Mg(-) 群に比して有意に高

値を示した。一方、CD4+CD8+は DM 群では、Control 群

に比して、DM+Mg(-) 群では、Mg(-) 群に比して有意に

低値を示した。これは、ストレプトゾトシン投与によって、胸

腺の細胞数が減少するとともに、未熟な細胞を示す

CD4+CD8+細胞の割合が低下し、CD4+またはCD8+の成

熟細胞の割合が高くなっていることが確認された。糖尿病

モデルマウスでは、細胞性免疫能を司る、胸腺の細胞数

が減少するとともに、未熟細胞である、CD4+CD8+の細胞

の損傷を受けやすく、相対的に CD4+単独陽性、CD8+単

独陽性の割合が高くなったと考えられる。 

そこで、もう一度実験を行い（2 回目）Mg 欠乏状態にな

ったもので免疫能を再度測定した。今回は Mg 欠乏状態

であったが、DM+Mg(-) 群は糖尿病になっていたが、

DM 群が糖尿病になっていない結果となった。2 回目の結

果より、脾臓では、T 細胞において Control 群（P=0.047）、

Mg(-) 群（P=0.026）、DM 群（P=0.013）それぞれと比較し

て、DM+Mg(-) 群は有意に高値を示した。B 細胞では、

Mg(-) 群と比較してDM+Mg(-) 群はP=0.036で有意に低

値を示した。NK 細胞は、Control 群と比較して DM+Mg(-)

群 P=0.018 で有意に低値を示した。糖尿病あるいは、Mg

欠乏状態であると、B 細胞よりも T 細胞を割合的に増加さ

せることにより、限られた免疫担当細胞による生体防御の

体制を形成していることが推察される。 

今回得られた我々の結果は、Mg 欠乏の条件下で起こ

る免疫能として、胸腺の委縮 21)、胸腺のアポトーシスの高

いレベル 21)、炎症、脾腫、脾臓中のマクロファージ数の増

加 22)、CD8+ T細胞の割合の増加 22)の報告と同様なことが

得られた。しかしながら、マウスが Mｇ欠乏により死亡して

しまうことを考慮して、欠乏を緩めたこともあり、一方で報

告のある、通常 Mg 欠乏になった時に観察される脾臓や

胸腺の肥大は認められなかった。DM による免疫能への

影響ははっきりと見られたことから、さらに強い Mg 欠乏状

態を作成し、再度検討することが望まれる。 
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Summary 

According to the Dietary Reference Intakes for Japanese (2010), adult men and women are recommended to 

take Magnesium (Mg) 340 mg/day and 290 mg/day, respectively.  Actual Mg intakes in Japanese have been taken 

lower than those recommendations.  Therefore, many Japanese are suffered from chronic insufficient Mg.  In the 

United States in 2010, it has been also reported that inadequate intake of magnesium is approximately 60% among 

adult population, associating with increasing of obesity, arteriosclerosis, hypertension, osteoporosis, diabetes, and 

cancer.  Physiological importance of Mg even though it is recognized, the mechanism of disease onset by 

impairing the chronic immune function under conditions of Mg deficiency has not been clear.  Therefore, in the 

present study, we examined the effects of Mg deficiency on immunocompetent cells in diabetic mice by flow 

cytometry. 

Four-week-old male ICR mice, intraperitoneally administered two times (weight 100 mg/kg) of streptozotocin, 

were induced type 2- diabetes.  Mice were divided into 4 groups (Control group, Diabetes Mellitus (DM) group, 

Mg deficient group, and DM + Mg deficient (DM+Mg) group) with 6 animals in each group fed the basal diet 

(AIN-93G, using a mixture of minerals, including magnesium oxide), or the Mg deficient diet for 10 days.  Food 

intake and body weight were measured daily and after the autopsy, blood, thymus and spleen were collected and 

weighed.  Blood glucose and Mg concentrations were measured.  In addition, the blood, spleen and thymus were 

applied to a surface analysis by flow cytometry. 

First Experiment: We confirmed mice were suffered from diabetes based on the blood glucose concentrations, 

while Mg deficiency was not observed.  It was clearly shown the effects of diabetes on thymic T cells.  The 

percentages of cells CD4 + CD8 + were lower than Control group indicating the immature cells increased.  These 

results suggested that cells of CD4 + CD8 + were damaged and then the percentage of CD4 + positive and CD8 + 

positive relatively increased. 

Second Experiment: We confirmed mice were suffered from Mg deficiency, while DM+Mg group mice were 

suffered from diabetes, but not in DM only group.  In the spleen, compared with in Control group (P=0.047), Mg 

deficient group (P=0.026), and DM group (P=0.013) respectively, T cells in DM + Mg deficient group was 

significantly higher.  B cells in DM + Mg deficient group showed a significantly lower value (P=0.036) compared 

to the Mg deficient group.  NK cells in DM + Mg-deficient group showed a significantly lower value (P=0.018) 

compared with the Control group.  Diabetes or Mg deficiency were suggested increasing T cells than B cells, 
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which forms a system of defense was limited by immunocompetent cells.  In the present study, there was no 

enlargement of the thymus and spleen occurring under Mg deficient condition because the Mg deficient level was 

too mild considering that the mouse would have died due to lack of Mg.  However, the impact of DM on immune 

function was observed clearly.  It is necessary to examine the effects of stronger Mg-deficient diet on the immune 

function in diabetic mice. 


