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要  約

ヒト下斜筋の筋細胞膜内構造について凍結割断法でレプリカ膜 を作製 し検討 した.対照は 33歳 と73歳の下

斜筋の剖検例 とし,疾患群は下斜筋過動を示す症例で上斜視 3例 ,V型恒常性外斜視,V型間歌性外斜視 とV
型恒常性内斜視の各々 1例 とした。摘出した下斜筋の筋腹は直ちに眼宮側層と眼球側層 とに分離 し,凍結割断

法に供 した。作製 したレプリカ像の細胞質側 を対象 とし,こ の面に多いとされている膜内粒子と小宮の直径 と

密度を測定 した。膜内粒子の平均直径は対照でおよそ 9.5nmで 疾患群 と大差はなかった.そ の密度は 33歳で

800～3,300/μ m2(平均 1,823/μ m2),73歳 で 100～2′ 500/μ m2(平均 670/μ m2)でぁったのに対 し,疾患群で

は 100～ 1,000/μm2(平均 500/μ m2)と 低下 していた。小富の長径 と密度には対照 と疾患群 との間で明らかな

差を認めることはできなかった。 (日 眼会誌 97:834-844,1993)
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Abstract
We used the freeze-fracture method to compare the intramembrane structure of the plasma

membrane in inferior oblique (IO) muscles from six strabismus patients with normal IO muscles.

Inferior oblique myectomy provided us with small pieces of IO muscle from three patients with
superior oblique paresis, and from one patient each with V-pattern exotropia, Y-pattern esotropia,

and Y-pattern intermittent exotropia. Samples of normal IO muscle were obtained from two men,

aged 33 and 73 years, within 24 hours of their death. The excised muscles were separated at their belly
part into orbital and global layers, and small bundles of muscle fiber were fixed and freeze-fractured'
The size of intramembrane particles (IMPs) did not differ signiflcantly between normal and

strabismus-afrected specimens (mean : 9.5 nm). The density of IMP in the 33-year-old man's sample

ranged from 800 to 3300/ pm' with a mean of 1823/ pmz, in the ?3-year-old man's sample ranged from
100 to 2500/ pm'z with a mean of 670/pmz, while in the affected tissues it ranged from 100 to 1000/ pm'

with a mean 500/pm'. There were no significant difrerences in caveola size and density between normal

and strabismus-afrected IO muscles. (J Jpn Ophthalmol Soc 97 : 84ll-844' 1993)
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I緒  言

ヒト外眼筋は,精緻で複雑な眼球運動を営んでいる。

斜視とは両眼の視線が注視点に集中していない状態 ,

つまり眼位ずれを中心にして感覚面と運動面の両方に

異常がみ られる状態を言 う。その発生機序は,大別 し

て外眼筋の解剖学的異常,神経支配異常,大脳の中枢

性両眼視成立機構障害,末梢性の両眼視障害,お よび

混合型の 5つ とされているが1),い
ずれも単純 なもの

ではない。 どの原因にしても,外眼筋筋線維 (錘外筋)

の膜の機能に異常が生じ,斜視 となっている.本報で

は斜視の病型 と外眼筋筋線維の膜構造との関連を,凍
結割断法で Pt― C(白金―炭素)レ プリカを作製 して検

討した。それによって観察 される筋細胞膜内粒子 と小

嵩は筋線維の機能 (代謝,膜興奮活動や収縮性)と 密

接な関係があることが知 られている2)。 また,外眼筋は

眼富側層 (orbital layer)と 眼球側層 (global layer)

とで,それを構成する筋線維が機能的にも形態的にも

異なることが知 られている3)。 それぞれの層で筋線維

の膜構造の異常に差があるかどうかも検討した。

II 実験方法

生前に眼球運動障害が認められなかった剖検例 2例

(標本 1:33歳,標本 2:73歳 )の下斜筋を対照 とし

て用い死後 24時間以内に筋腹部を摘出した。疾患群は

下斜筋過動を示す症例 とし,上斜筋麻痺(SO Paresis)

3例 ,V型恒常性外斜視 (V‐XT),V型間歌性外斜視

(V‐X(T))と V型恒常性内視鏡 (V―ET)の各々 1例

の全 6例で,下斜筋切除術 (myectomy)で 得 られた下

斜筋のおよそ 5.0× 4.Ommの筋腹を用いた。

標本 3:右上斜筋麻痺。 6歳女児,生後 6か月頃に

頭位異常出現。両眼むき運動で右上斜筋遅動 と下斜筋

過動を示 し,Parks three step法 で右上斜筋麻痺 と診

断。右下斜筋切除術を施行 .

標本 4:左上斜筋麻痺. 7歳男児, 2歳過 ぎ頃に頭

位異常出現。両眼むき運動にて左上斜筋遅動 と下斜筋

過動を示 し,Parks three step法 で左上斜筋麻痺 と診

断.左下斜筋切除術を施行 .

標本 5i左上斜筋麻痺.6歳女児,生後 6か月頃に

頭位異常出現。両眼むき運動で左上斜筋遅動 と下斜筋

過動を示 し,Parks three step法 で左上斜筋麻痺 と診

断.左下斜筋切除術を施行 .

標本 6:両 V型外斜視.6歳男児,右下斜筋過動を

示し,下斜筋切除術 と共に外直筋 6.Omm後転 (reces‐
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sion)を行った.手術時に水平筋付着部異常は認められ

なかった.

標本 7:両 V型内斜視.6歳男児,両下斜筋過動を

示 し,術前上むき眼位 30∠,第 1眼位 40Z,下むき眼

位 50Z以上を示し,V型で程度は 15И であった.優位

眼の水平筋付着部異常がないことを確認 し,前後転術

を施行後に両側下斜筋切除術を行った。術前検査で過

動をより強 く示した方の下斜筋を試料 とした。

標本 8:両 V型間歌性外斜視.9歳女児,両下斜筋

過動を示 し,術前上むき眼位 25∠,第 1眼位 20z,下

むき眼位 14И 以上を示 し,V型で程度は 1l zであっ

た。両側下斜筋切除術を行った。術前の検査で過動を

より強 く示 した方の下斜筋を試料とした。

以上の斜視症例 (表 1)は共に手術後,眼位は改善

し再発は認められていない。採取 した下斜筋は直ちに

実体顕微鏡下で眼嵩側層 と眼球側層の 2つ に分離し,

各々に対 し2%グ ルタールアルデ ヒ ド (燐酸緩衝液

pH 7.4)で 12時間固定 した。この後緩衝液で洗渫 ,

6%～ 24%グルセ リンで順次置換し,液体窒素で冷却

した液体プロパン中で急速凍結を行った。次に高真空

フリーズ。エッチング装置 (Balzer社製 BAF 400型 )

で凍結割断し,直 ちに白金―炭素の蒸着 (45°で 1方 向)

を行った。蒸着した レプ リカ膜を過塩素酸溶液で剥離

した後,蒸留水で洗添 した。作製したレプリカ膜は日

立社製 H500電 子顕微鏡で観察した。観察の際,平滑

な細胞外空間を有 し,割断面にはっきりとした背景組

織の存在する領域をレプ リカとして分析 した4).脂
質

二重層は細胞質側 (prOtOplaSmic face:P面 )と 外側

(external face:E面 )に分けられるが,今回は P面の

みを対象とし,ま た筋形質膜 (muscle plasmamem‐

brane)の 同定では,① orthogonal arraysの存在。②

表 1 各症例 とその手術法

標本  性
年齢
(歳 )

診 断 名 手 術 法

8  男   9

正常 (対照)

正常 (対照)

右上斜筋麻痺

左上斜筋麻痺

左上斜筋麻痺

両V型
恒常性外斜視

両V型
恒常性内斜視

両V型
間歌性外斜視

右下斜筋切除術

左下斜筋切除術

左下斜筋切除術

右下斜筋切除術
右外直筋後転術 6 mm
両下斜筋切除術
前後転術

両下斜筋切除術

男

男

女

男

女

男

　

男
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2)斜視筋の平均膜 内粒子直径はお よそ 6.0～ 9.0

nmであった。標本 6(V―XT)の 眼寓側層 と眼球側層

や標本 7(V‐ ET)の 眼球側層を除いて,その他の標本

の平均直径は標本 1(33歳 )お よび標本 2(73歳 )の

対照のそれに比して小さな値であることが図 2Bか ら

わかる。

2.膜内粒子の密度について (図 3)

1)対照の平均膜内粒子の密度は二者間に差があっ

た。標本 2(73歳)の眼高側層で 640/μ m2(n=485),

眼球側層 700/μ m2(n=553)であったが,標本 1(33

歳)では,それらより3倍高い値 (眼富側層 :1,947/

μm2(n=254),眼 球側層 il,698/μ m2(n=199)を 示

した。

2)斜視標本の膜内粒子密度は,標本 1(33歳 )と 比

べると,層に関係なく極端に低い値 (258～ 800/μ m2)

を示 した。標本 2(73歳 )と 比べた場合は標本 4(SO
Paresis)の 眼嵩側層 と標本 5(SO paresis)の 両層で

わずかに大きな値を示 したが,他の標本ではやや小さ

な値を示 した。

3.小富の長径 (大 きさ)に ついて (図 4)

1)対照の小嵩の大きさは 25～ 70 mmの 範囲にあっ

た.標本 2(73歳)の平均値は眼寓側層で 39.lnm(n=
28),眼球側層では 41.8nm(n=24)で あ り,標本 1

(33歳)においては眼嵩側層 33.6nm(n=220)で ,眼
球側層 29.8nm(n=95)である。老年者の方が成人中

期より大 きな値を示 した。

2)斜視標本の小宮の平均値は標本 1と 標本 2の 中

間にあることが図 4Bか らわかる。

4。 小寓の密度について (図 5)

1)対照の小高の密度は二者間で極端な違 いが見 ら

れた。標本 2(73歳)の値 (眼嵩側層 :6.8/μ m2(n=
19),眼球側層 :6.0/μ m2(n=8))は,標本 1(33歳 )

の値 (眼嵩側層 :48.0/μ m2(n=18),眼 球側層 :44.0/

筋線維の内部の細胞原形質 (cytoplasma)に連続 して

いる。③ 害1断面において筋小胞体の輪郭が存在する。

という基準のいずれかを用いた,P面に多いとされる

膜内粒子 (intramembrane particle)と 小寓 (caveola,

COated pit,tranSVersetublar systemの 総称 とする)

を研究対象 とし,印画紙に焼 き付ける際に 20万倍以上

に引き伸ばした。各々の症例に対 して膜内粒子 と小寓

の大きさと密度の測定を行った。直径の測定では,膜
内粒子は明らかな shadowを 有するものとし,shadow
に対し直角の最大径 とした。また,小寓は P面で滑ら

かな境界を有す る円形の陥凹 として認め られ るもの

で,そ の長径を測定した。これらは印画紙上で Bausch

and Lomb拡 大鏡を用い 0.lmmの scaleで 測定 して

いる。密度の測定は lμm2内 の膜内粒子 と小寓の個数

を数えた。以上の結果の統計処理は t検定を用いた。

III 結  果

対照の筋細胞膜の電子顕微鏡像は筋線維を横切る方

向に小宮の比較的規則正 しい配列 (各列の間隔が約

0.5μ mで,1列中の各小嵩の間隔が約 30 nm)を示 し,

小寓が分布 している部分には膜内粒子が集中する傾向

があった (図 lA,B)。 標本 8(V・X(T))の 眼寓側

層で膜構造が強 く変形していたため,膜内粒子や小寓

の測定を行 うことができなかった。他の標本では小富

は不規則な配列をとり,膜内粒子は小寓とは無関係に

散在していた (図 lC,D,E,F)。
1.膜内粒子の直径 (大 きさ)に ついて (図 2)

1)対照の膜内粒子直径は,5～ 20 nmの範囲に分布

し,そ の平均値は標本 2(73歳 )の 眼嵩側層は 9.2nm
(n=1322),眼 球側層は 10.Onm(n=3059)で あ り,

標本 1(33歳 )では眼高側層 10.lnm(n=3472)で
,

眼球側層 9.Onm(n=2275)であった。 これらの値に

は年齢差は認められなかった。

図 1 凍結割断像 .

A:標本 1(33歳)の眼球側層低倍率像.筋線維の内部の細胞原形質 (*印 )を認めたことにより
筋形質膜が同定された。 この膜面に比較的に規則正しい小嵩の配列を認めた。BI標本 1(33歳 )

の眼球側層高倍率像.小宮の分布する部分に膜内粒子が集中する傾向があり,所々にorthogonal
array(写真中←印)の存在を認めた.Ci標本3(上斜筋麻痺)の眼球側層.D:標本6(V型外
斜視)の 眼球側層.小富は不規則に配列し,小富は膜内粒子とは無関係に散在していた。E:標本 7

(V型 内斜視)の眼球側層.Fi標本 8(V型間歌性外斜視)の眼球側層.他の標本に比し不規則な
形の小富の存在と小さな膜内粒子を認めた。

細矢印 :CVL(cave01a,小富),太矢印 :IMP(intramembrane particle,膜 内粒子)
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μm2(n=18))の約 1/7で あった。

2)斜視標本の小嵩密度は標本 6(V―XT)を除いて

標本 1と 標本 2の 中間にあった。

5.眼寓側層と眼球側層の比較

標本 1(33歳 )では,膜内粒子 と小寓の各々の大き

さ,密度の 4項 目で眼害側層の方が眼球側層より大き

な値を示した。一方,標本 2(73歳)では膜内粒子の

直径 と密度で眼球側層の方が大きな値を示 した。標本

8(V‐X(T))の眼高側層では測定ができず両層を比

較することはできなかったが,それ以外の標本 3～ 7

では一定の傾向がなく共通の特徴を認めなかった。

IV 考  按

外眼筋は 4直筋 と2斜筋から構成 され,他の骨格筋

では見 られない特殊な遅筋線維 (筋線維に沿って伝播

性活動電位を出さず,多重支配された終板電位だけで

収縮する)を含んでいる。外眼筋は眼寓側層 と眼球側

層 とで,そ の機能・形態が異なることが知 られている.

すなわち,眼害側層では緩 (遅)筋 (小径線維)が主

体であ り,長時間の収縮でも疲労が少ないため,眼位

の保持や固視に役立っている.一方,眼球側層では速

筋 (大径線維)が主体で速 くて一過性の眼球運動に寄

与す ると考えられている3)。 電気刺激での発生張力か

ら求めた木村6)の報告によれば,幼若ネコの外眼筋の

うち眼球後引筋 (retractor bulubi muscle)に おいて

は緩 (遅)筋の占める割合は約 5%しかなかったのに

対 し外直筋で 24～ 30%,下斜筋で 8.1～ 23%と 多いと

している。今回の実験には下斜筋を用いた。下斜筋は

他の直筋 と異なり,強膜 との付着部に明らかな腱部分

は認めない.腱部分は例えば,外直筋では約 8mmで
あ り,斜視手術時,最大量の短縮術 (resection)の 時

にしか筋腹部分(凍結割断法の際に割断を行いやすい)

を得 ることができない。これに対し,下斜筋は筋付着

部に腱部分がないため,有効に筋腹のみを試料 として

用いることができた。得られた筋腹は凍結割断法に供

した。 この方法は,生体膜の脂質二重層の機械的結合

の弱い疎水性の間が好んで破断され,他の電子顕微鏡

技術では得られない膜の内部構造の形態を観察するこ

とが可能である2)6).筋形質膜 (muscle plasma mem‐

brane)は ,静止電位や活動電位の発生の場であるた

め,筋疾患の発生において重要な関わ りがあると考え

られている。この膜面において,膜内粒子は膜タンパ

クであ り,イ オン・ チャンネルやイオン・ ポンプ,あ

るいは化学伝達物質の受容器の形態的表現 と一般に考
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えられている。小嵩の機能については未だ明らかでな

い点 もあるが,筋の刺激一収縮連関に関与 している

transverse tublar systemの 入口とか,筋線維の栄養

補給のための血管 との関連も推測され,筋細胞の代謝

系の形態的表現 と考えられる.

1.対照における年齢差の検討

73歳 の老年者では,膜内粒子の密度の低下と小害密

度の著明な低下を認めた。前者から筋線維膜の興奮性

の低下を,後者から筋細胞の代謝の低下が考えられた。

一般に筋自体の老化 と共に運動神経系の老化も大きく

影響するとされている。Lexellら
7)に よれば,加齢によ

リヒト骨格筋の容積は徐々に小さくな り,やがて運動

機能の減退につながるとしている。特に,速筋では加

齢により約 35%近 くその大さが減少するが,緩 (遅 )筋

の大さは加齢による変化が少ないと報告 している。外

眼筋でも速筋線維の直径が細 くなっているとすれば,

膜内粒子や小嵩の筋線維ごとの総数は速筋で減少し,

緩 (遅)筋では変化がないことになる。本研究では眼

寓側層と眼球側層の膜内粒子や小嵩に明確な差を認め

なかった。また,外眼筋は他の骨格筋 と違って,異種

の筋線維型 (緩 (遅)筋 と速筋の両方)で さえ 1個 の

ニューロンで支配 されているとい う報告がある8).こ

のことは,老化による眼寓側層 と眼球側層に,大差が

ないという今回の実験 と一致していると考えられる。

一方,種 々の制約を受ける実験の性格上,対照群と疾

患群で大きな年齢差が生じた。両群の比較に疑念が生

じるか もしれ ない。Schmalbruch9)は,胎 児 と成人

(29～ 36歳)の骨格筋の細胞膜内構造を比較し,P面で

の膜内粒子 と小害の密度および膜内粒子の大きさに差

を認めないと報告 している.し かし,標本 2(73歳 )

の膜内粒子 と小寓の密度は標本 1(33歳)に比べ優位

に低下した.こ れは正常な発育筋では膜内粒子 と小寓

の構築が胎児期に完成し,老齢化によりそれらの密度

が低下するものと考えられる.標本 1(33歳 )の値は,

若年者 (6～ 9歳)の それに匹敵するものであろう。

そこで疾患群 との比較においては,標本 1(33歳 )と

標本 2(73歳)を別個に取 り扱った。

2.疾患群の筋形質膜の特徴について

下斜筋過動症 は,Parksら 10)に よ り原発性 (pri‐

mary)と続発性 (secondary)に臨床的に分類されて

いる。原発性下斜筋過動症は後天性で生後 8か月～ 8

歳位で発症し内・外斜視,交代性上斜視や V型斜視を

伴 うことも多いとされている。標本 6(V‐XT),標本

7(V‐ET),標本 8(V‐X(T))が相当している。一
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や腱切除後の筋肉では速筋に特異的に損傷が大きいこ

とが知 られている17).以上の報告から,眼位異常のある

筋肉では筋層ごとの変化の生じ方が異なるのではない

かと考えられた.標本 6(V‐XT)を 除いて,膜内粒子

の直径は下斜筋過動症の原発性・ 続発性に関係なく,

眼寓側層 と眼球側層の両層で差が認められなかった.

これは緩 (遅)筋・速筋共に障害を受けていたことを

意味する。つまり,膜内構造の変化は過動を示 した下

斜筋全体の筋線維に一般的に現れ,特定の型の筋線維

や特異的に現れるものではないと考えた。膜内構造で

の差異はなくとも緩 (遅)筋・速筋の間に筋原線維 と

か筋小胞体などに差があることは当然考えられ, これ

は前述のように運動神経支配の影響が強いことを示唆

しているかもしれない。

欄筆にあた り,御指導を賜 りました本学生理学教室,伊藤

文雄教授に深謝致 します。
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