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老化促進モデルマウスにおけるブル ッフ膜の加齢性変化

高田百合子,緒方奈保子,大熊  紘,宇山 昌延

関西医科大学眼科学教室

要  約

老化促進モデルマウス (senescense acclerated mO“ e,SAM)P/1の 2, 8,14か月齢の眼球 を用いて
,

ブルッフ膜の加齢による形態学的変化をタンニン酸染色を行い,透過型電子顕微鏡で観察 した.対照群 として

はBALB/cマ ウスの眼球 を用い比較検討 した。SAM眼球後極部では,ブルッフ膜は加齢に伴い肥厚がみられ

た。なかでも脈絡膜毛細血管側の基底膜の肥厚が著 しかった。内外膠原線維層の膠原線維の直径は, 2か 月齢

では直径の大小不同が著 しいが,成長 と共に均一化の傾向が見られた。さらに加齢が進むと線維間の離開が大

きくなり,基質内に微細線維様物質が多 く見られるようになった。周辺部では,後極部に見 られる特徴的な変

化が少なく,加齢の影響が少なかった.BALB/cマ ウスの眼球後極部でもSAMと 同様の変化を認めたが
,

SAMに 比べて発現時期は遅かった。すなわち,SAMではプルッフ膜においても正常老化性変化が促進 して見

られ,そ れは特に後極部で著 しかった。 (日 眼会誌 97:595-601,1993)
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Age-related Changes in Bruch's Membrane of the
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Abstract
We studied pathological changes in Bruch's membrane of Senescence Accelerated Mouse (SAM)

P/1. Tannic acid was used to demonstrate collagen fibers and microfbrils in Bruch's membrane. With
aging, thickening of Bruch's membrane, especialy thickening of the basement membrane of the
choriocapillaris, was remarkable. The distance between collagen fibers also became wider, and many
more fine fibrils appeared around each collagen fibril with aging, These changes were observed more
in the posterior area than in the periphery. (J Jpn Ophthalmol Soc 97: 595-601, 1993)
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I緒  言

老化に伴 う眼底変化は重要で,以前から多くの報告

があるが1)～ 13),未だ不明の点が多い。一方,老化促進

モデルマウス senessence accelerated mouse(以 下

SAMと 略す)は,1981年竹田ら14)15)に よって確立 され

た.SAMは老化促進 とア ミロイ ド症を呈する系統で ,

促進老化を呈する P系 と正常な老化過程を示す R系

とがあり,SAM P系の平均寿命は 11.8か月,R系で

は 17.3か月である.そ して,集団としての老化特性お

よび病理学的所見から,SAM P系および R系 ともに

集団としては質的に同一な加齢過程を経て死に至って

おり,両系間の違いは,ただ老化徴候発現の時期およ

びその程度の差にあると考えられる14)15)。 このため,正

常老化の強調所見は短期間の経過観察でわかり,様々

の部門から研究され報告されている16)～ 20).そ の特徴 と

しては,行動性の低下,脱毛,覆毛光沢の減退消失 ,

覆毛粗雑,脊椎前後弯増強,寿命の短縮などがある。

眼科領域では眼瞼炎,自 内障などが報告されてい

る17)18)20).我 2々1)は SAM P/1を 用い,網膜色素上皮細

胞を中心に加齢による変化を観察し,網膜色素上皮細

胞における基底側細胞膜嵌入の開大,細胞間隙の離開 ,

胞体内の リポフスチン顆粒の増加を既に報告した.こ

の よ うな変化 は生後 5月 か らみ られ,正 常の対 照

BALB/cマ ウスと比べると老化が早 く現れた。また ,

これらの変化は後極部網膜に強 く周辺部には少なかっ

た。

今回はさらに,網膜脈絡膜の物質輸送の通路に当た

るブルッフ膜が加齢に伴って変化する過程の組織像を

一層明らかにするため,タ ンニン酸染色を用いて22)形

態学的に観察 した。

II 実験方法

SAM P/1の生後 2か月, 8か 月,14か月齢のもの

を全身状態,行動などを観察 したのちエーテル麻酔下

にて眼球摘出した。対照実験 としては,BALB/cマ ウ

スの同月齢を用いた.それぞれ各時期について 3匹 5

眼以上観察に用いた。

試料作成は,1/2カ ルノフスキー液 (2%グ ルター

ルアルデヒド, 2%パ ラフォルムアルデヒド)にて灌

流および浸漬にて前固定した後,細切を行い, 1%四
酸化オス ミウム液 (0.lM燐 酸緩衝液 pH 7.4)にて後

固定の後,エ タノール系列にて脱水, プロピレンオキ

サイ ドにて置換の後,エ ポンにて包埋 した。電子顕微
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鏡観察には,超薄切片作成後,通常の酢酸ウラン,鉛
による二重染色法 と,タ ンニン酸22)(0.6%タ ンニン

酸,1.4%パ ラニ トロフェノール,0.05%酢酸ウラン),

鉛による染色を行った。そして今回は,タ ンニン酸を

用いたときの所見を主に報告す る。またブルッフ膜の

厚さ,膠原線維直径などの測定は一つの組織について,

10か所以上を 3～ 5万倍にて電子顕微鏡撮影し,平均

値,標準偏差を計算した。

III 結  果

生後 2か 月齢の SAM P/1の 後極部網膜では, ブ

ルッフ膜の厚 さは 0.820± 0.21l μm(平均値±標準偏

差)であった (図 1).基底膜の厚 さは,網膜色素上皮

細胞側では 0.038± 0.005 μm,脈絡膜毛細血管板側で

は0.054± 0.019 μmであった。膠原線維の断面直径は

0.049± 0.01l μmであった。膠原線維直径の大小不同

がみられたが,規則正しく配列 していた (図 2)。

生後 8か 月齢の SAM P/1の 後極部網膜では, ブ

ルッフ膜の厚 さは 1.009± 0.288 μmと やや肥厚 して

いた(図 3).基底膜の厚さは,網膜色素上皮細胞側で

は 0.44± 0.007 μmと 増大していた。また,脈絡膜毛細

血管板側では 0.071± 0.016 μmと 2か月齢に比べか

な り肥厚 していた.膠原線維 の断面直径は0.043±

0.007 μmで ,2か月齢と変化が少なかったが,大小不

同はあまり著明ではなかった。 また各膠原線維間はや

や拡大 し,その周囲に微細線維様物質をみた (図 4).

生後 14か 月齢の SAM P/1の 後極部網膜では ブ

ルッフ膜の厚 さは 0.882± 0.199 μmであった (図 5).

基底膜の厚 さは,網膜色素上皮細胞側では 0.043土

0.006 μmで , 8か月齢と変化をみなかった。しかし,

脈絡膜毛細血管板側では 0.082± 0.020 μmと さらに

増大し,網膜色素上皮細胞側基底膜の約 2倍の厚 さに

なった。膠原線維の直径は 0.045± 0.008 μmで加齢に

よる変化をみなかったが,膠原線維断面直径の大小不

同は増加 し,線維間の離間,線維配列の乱れがみられ

た。また各膠原線維間には,微細線維様物質が増加 し

ていた (図 6).

対照の BALB/cマ ウスの後極部でもSAMと 同 じ

ように加齢性変化がみられた。 しかし,そ の変化は軽

く,主に 12か月齢以降で,SAMに 比べるとかな り遅

い時期に同様の変化が出現 した (図 7, 8).

周辺部網膜では,SAM P/1,BALB/cと もに加齢に

よる変化は著明でなく,差をみなかった。
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図1 生後 2か月齢のSAM P/1の後極部網膜.

ブルッフ膜の厚 さは 0.820± 0.21l μmである。

(タ ンニン酸染色)

図3 生後 8か月齢の SAM P/1の後極部網膜 .

ブルッフ膜の厚さはやや肥厚している。(タ ンニン

酸染色)
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図 2 生後 2か月齢の SAM P/1の 後極部ブルッフ膜 .

基底膜の厚 さは,網膜色素上皮細胞側では 0.038± 0.005

μm,脈絡膜毛細血管板側では 0.054± 0_019 μm.膠原線維の

断面直径は 0.049± 0.01l μmである。膠原線維直径の大小不

同がみられるが,規則正しく配列している。(タ ンニン酸染色)

図4 生後 8か 月齢のSAM P/1の 後極部ブルッフ膜 .

基底膜の厚さは,網膜色素上皮細胞側では増大している.脈
絡膜毛細血管板側では,2か月齢に比べかなり肥厚している。

膠原線維の断面直径は, 2か 月齢と変化が少ないが,大小不

同はあまり著明ではない.各膠原線維間はやや拡大し,微細

線維様物質をみる (矢尻).(タ ンニン酸染色)
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図5 生後 14か月齢のSAM P/1の 後極部網膜.

ブルッフ膜の厚さは 0.882 μm± 0.199 μmで あ

る。(タ ンニン酸染色)

l Pm

図 7 生後 12か月齢の BALB/cの後極部網膜 .

ブルッフ膜の厚さはこの頃よりわずかに肥厚がみ

られる。(タ ンニン酸染色)
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図6 生後 14か月齢のSAM P/1の 後極部ブルッフ膜.

基底膜の厚さは,網膜色素上皮細胞側では 8か月齢と変化が

ない.脈絡膜毛細血管板側ではさらに増大し,網膜色素上皮

細胞側基底膜の約 2倍の厚さになる。膠原線維の直径は変化

はないが,膠原線維断面直径の大小不同は再び増加し,線維

間の離開,線維配列の乱れがみられる。 また各膠原線維間に

は,微細線維様物質が増加している (矢尻).(タ ンニン酸染

色)

0・lPm

図8 生後 12月齢のBALB/cの後極部ブルッフ膜.

基底膜の厚さは,脈絡膜毛細血管板側で増加している。膠原

線維の大小不同はあまり著明ではない。各膠原線維間には徴

細線維様物質をみる (矢尻).(タ ンニン酸染色)
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セメン ト物質の変化に起因するもの と推定 した24).

Mauselら 25)は 加齢 と共にコラグンの H3_プ ロリンの

取 り込みの減少 と C14)‐ グルコサ ミンの取 り込みの増

加が起 こることを報告 している.今回の結果では, 2

か月か ら8か月と加齢が進むと線維の直径は均一化

し,成長過程 と考えられた。そして, さらに加齢が進

む と大小不同が著明になった.こ れは成長 と共に網膜

色素上皮細胞の膠原線維産生が活発化すると共に,膠
原線維 も成長し均一化 していくが,さ らに加齢が進み

老化すると細胞機能の衰弱をきたし膠原線維産生が低

下 し,線維の成長が止ま り, さらには従来からある線

維が変性するため,大小不同が出現すると思われた.

そして膠原線維間でには微細線維様物質が多数見 られ

るようになった。ヒトでは 50歳を過ぎると,こ のよう

な物質の増加はブルフ膜の網膜色素上皮細胞のみなら

ず,脈絡膜側でも観察される。さらに網膜色素上皮細

胞由来 と思われる残余物,脂肪,被膜小胞などの集積

が観察される26)～28).

このようにブル ッフ膜の肥厚は,基底膜の肥厚,膠
原線維間への微細線維様物質の貯留の増大があげ ら

れ,従来の報告 と同様であった.そ して, これらの加

齢性変化が網膜色素上皮細胞側 と脈絡膜毛細血管板 と

の間の物質輸送の変化を表 しているのではないかと推

定 した.さ らに加齢の進行と共に,膠原線維間の離開 ,

配列の乱れが著明になり, このような変化が加齢性黄

斑疾患の発生素地 となると思われた。

周辺部ではこれらの変化は少なく,後極部に強 くみ

られた.こ れは,加齢に伴 う病変が黄斑部に起 こる原

因について,Gass29)が 述べているように黄斑部は短毛

様体動脈からきわめて豊富な血液供給を うけてお り,

黄斑部の脈絡膜毛細血管内圧は高 く,脈絡膜血流量が

多 く,加齢による老化に黄斑部の毛細血管が耐え得な

い。 また,黄斑部の網膜色素上皮細胞の代謝は他の部

位に比べてきわめて活発である。さらに黄斑部の網膜

色素上皮細胞は長期間にわた り光を浴びている。 この

ような網膜色素上皮細胞の加齢に伴 う代謝の変化がブ

ル ッフ膜を構成している膠原線維産生などに影響を与

えていると思われた .

対照の BALB/cマ ウスでも同様の変化を認めたが
,

変化の程度はゆるやかで 12月 齢以降に著明になった。

このことは,SAMが 対照動物 と比べて早期 より加齢

変化がみられ,老化の動物モデルとして有意義である

と思われた .

本稿の要旨は,第 57回 日本中部眼科学会(1991年 9月 21

IV考  按

網膜脈絡膜の加齢性変化は,従来から多 くの報告が

ある1)～ 13).

ブル ッフ膜は,電子顕微鏡的には内側から,網膜色

素上皮細胞の基底膜,内側膠原線維層,弾性線維層 ,

外側膠原線維層,脈絡膜毛細血管板の基底膜の 5層 か

ら成っている.人眼におけるブル ッフ膜の加齢変化は
,

初期には膠原線維層に変化が現れ,小さい空胞,電子

密度の高い微細顆粒物質,粗大な顆粒物が蓄積 し,線
維成分が増加すると言われている。これらの変化は進

行すると次第に増加して,50歳以降では外側膠原線維

層にまで広が り,電子密度の高い微細顆粒状物質や無

構造物質が蓄積 し外側膠原線維層も厚 くなる.ま た弾

性線維層は加齢が進むと断裂 し,次第に不明瞭になる

とされている9)。 SAM P/1で は,後極部網膜における

ブル ッフ膜の厚さは加齢 と共に若干増加していた。網

膜色素上皮細胞側基底膜は成熟に伴い厚 くなったが
,

8か月齢以降は変化がなかった。脈絡膜毛細血管板側

の基底膜は, 2か月齢の早期では網膜色素上皮細胞側

の基底膜 とはぼ同じであったが,加齢と共に肥厚し 14

か月齢では網膜色素上皮細胞側に比べ 2倍の厚 さに

なった。

人眼では, 2歳 の幼児のブル ッフ膜の厚 さは約 1.6

μmであるが,Hoganら 1)に よると加齢変化は既に 20

歳以降で観察 され,70歳頃になると約 3.6μ mと 2倍

以上に厚 さが増加している。今回の SAMで もブル ッ

フ膜の肥厚がみられたが,人眼ほど著しくなかった.

しかし基底膜の肥厚は網膜色素上皮細胞側,脈絡膜毛

細血管板側共にみられ, これは網膜色素上皮細胞ある

いは脈絡膜毛細血管内皮細胞の加齢による機能変化を

反映 していると思われた。

膠原線維の直径は加齢によっても,そ の全体を平均

すると変わ らなかった。また,線維の直径は成熟に伴

い大小不同は少なくなり均一化 したが,加齢が進むと

再び大小不同がみられ,線維間の離開,配列の乱れが

みられた.加齢 と共に各膠原線維間には微細線維様物

質が増加 してお り, これはとくに外膠原線維層に著明

であった .

一般には,老化動物では膠原線維の直径が増加 し23),

膠原線維の直径の不同が目立ち,線維に捻れが見られ

ることがある。そして横断面では線維の輪郭が不正 と

なる。 このような変化が起こる理由は明らかではない

が,加齢に伴って起こるコラーゲンの架橋や線維間の
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日,浜松)において高田が発表した。

稿を終えるにあたり,老化促進モデルマウスを配布して

頂 きました京都大学胸部疾患研究所竹田俊男教授に感謝致

します。
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