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老化促進モデルマウス (SAM)を用いて,加齢による

ブルッフ膜 (Bruch's membrane)の 変化 を観察 し,さ

らにクプロリニック・ ブルー染色を行 うことにより,プ
ロテオグリカンの分布,量などに変化がみられるかどう

かを明 らかにするとともに,化学的および酵素学的処理

を行ってプロテオグリカンの種類の同定 を行 った。 2か

月齢では,網膜色素上皮細胞および脈絡膜毛細血管板側

の基底膜の肥厚はみられず,染色性の等 しいフィラメン

ト(長径平均 25 nm)が膜の両側に配列 していた。 また,

膠原線維には 2種類の異 なったフィラメン トがみられた

(長径平均 32 nm,1l nm).8か 月齢以降になると,脈絡

膜毛細血管板側の基底膜には著明な肥厚 をみ,網膜色素

上皮細胞側の基底膜 も肥厚 していた。 また,両基底膜の

外側にはより染色性の高いフィラメントがみられた。加

齢に伴い膠原線維では,線維の直径は大小不同がみられ,

線維の染色性は低下 し,線維にみられるフィラメントの

配列 も乱れ,そ の染色性 も低下 していた.亜硝酸で組織
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約

消化を行 うと,加齢 とともに肥厚 した基底膜に存在 した

フィラメントは消化 された。 また,同時に膜の外側 に多

数みられたフィラメン トもすべて消化 され, これらが同

一のものであり,ヘパラン硫酸であることが証明 された。

また,コ ンドロイチナーゼ ABC,ACで 酵素処理 を行 う

と,膠原線維にみ られた 2種類のフィラメントが処理 さ

れ, これらがコン ドロイチン硫酸,デルマタン硫酸 であ

ることが確認 された.加齢に伴 うこのようなブル ッフ膜

およびその構成要素であるプロテオグ リカンの変化は,

網膜色素上皮細胞や脈絡膜毛細血管内皮細胞の機能異常

を聞接的に示 し,加齢によるブルッフ膜の脆弱性 を反映

すると思われた。 (日 眼会誌 98:469-476,1994)

キーワー ド :ブル ッフ膜,ク プロリニック・ プルー,プ
ロテオグリカン,老化促進モデルマウス

,

加齢

老化促進モデルマウスにおける Bruch膜の加齢性変化

―プロテオグリカンの局在と変化―

高田百合子,大熊 紘,緒方奈保子,松島 正史,菅澤 啓二,宇山 昌延

関西医科大学眼科学教室

Proteoglycan in Bruch's Membrane of Senescence Accelerated
Mouse : LocaTization and Age-Related Changes

Yuriko Takada, Hiroshi Ohkuma, Nahoko Ogata,

Masashi Matsushima, Keiji Sugasawa and Masanobu Uyama
Department of Obhthalmology, Kansai Medical Uniuersity

Abstract

We demonstrated the distribution of sulfated
proteoglycans in Bruch's membrane of Senescence

Accelerated Mouse histochemically and ultrastruc-
turally using cuprolinic blue in conjunction with
specific enzyme treatments and nitrous acid diges-

tion. Two kinds of proteoglycan filaments were

observed in the inner and outer collagenous layers,

i.e., small collagen fibril-associated filaments (11 nm

in average length), and large filaments (32 nm in
average length). Intermediate size filaments (25 nm

in average length) were seen in the basement

membranes of the retinal pigment epithelium and

choriocapillaris. Chondroitinase AC treatment
eliminated the staining of filaments in the col-

lagenous layers (chondroitin sulfate). Chon-
droitinase ABC treatment also eliminated the stain-
ing of filaments in the collagenous layers (chon-

droitin sulfate and dermatan sulfate). Nitrous acid

eliminated the staining of filaments in both base-

ment membranes (heparan sulfate). Proteoglycans
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containing chondroitin sulfate and dermatan sul-
fate were associated uniquely with collagen fibrils.
Heparan sulfate proteoglycans were associated with
the basement membranes of the pigment epithelium
and choriocapillaris. With aging, the thickness of
the basement membrane of the choriocapillaris and
the staining of the filaments in the basement mem-
branes of the pigment epithelium and choriocapil-
laris (heparan sulfate proteoglycans) increased.

日眼会誌 98巻  5号

Collagen fibers became disarranged and the staining
of both filaments in the collagenous layers dec-
reased. The results of the staining characteristics
probably reflect the aging of Bruch's membrane. (J
Jpn Ophthalmol Soc 98 : 469-476, 1994)

Key words: Bruch's membrane, Cuprolinic blue,
Proteoglycan, Senescense accelerated
mouse, Aging

I緒  言

ブルッフ膜 (Bruch's membrane)は ,脈絡膜毛細血管

と網膜色素上皮細胞 との間の物質輸送で重要な役割を

担っている1)～ 4)。 また,ブルッフ膜を構成する線維性の細

胞外基質は脈絡膜新生血管の侵入を阻止する役割をもっ

ていると考えられる。そして, この部分には様々なプロ

テオグリカンがみられる5)～ 9)。 既に,コ ンドロイチン硫

酸,デルマタン硫酸,ヘパラン硫酸,そ してヒアルロン

酸が確認され報告されている。これらの細胞外基質は
,

網膜色素上皮細胞から産生され陰性に荷電している。一

方,ク プロメロニック・ ブルーおよびクプロリニック・

ブルーは,巨大分子の陰性側に結合する陽イオン銅フサ

ロシアニン色素10)～ 12)で
,scottlo)に より細胞外基質に存

在する硫酸化した陰イオン物質を選択的に染色すると報

告され,眼科領域でも田原ら13)14)や 沢口ら15)に より詳細

に報告されている。また, ブル ッフ膜に存在するプロテ

オグ リカンについてもEssnerら 5)や Callら 6)に よって

報告された。

老化促進 モデル マ ウス (senescense accelerated

mouse,SAM)は 竹田ら16)17)に より開発され,促進老化と

アミロイド症を呈する系統で,老化の動物モデルとして

研究されている。SAM P系の平均寿命は 11.9か月,R
系では 15.3か月で,特徴としては,行動性の低下,脱毛,

被毛光沢の減退消失,被毛粗雑,脊椎前後弯増強,寿命

の短縮などがある。

眼科領域でも様々な研究が行われ18)19),我 々もSAM
Plを用い網膜色素上皮細胞, ブルッフ膜の加齢変化に

ついて,形態学的に検討し報告してきた20)21)。

今回は, ブルッフ膜を構成する線維性の細胞外基質で

あるプロテオグリカンが加齢に伴ってどのように変わる

かを報告する。

II 方  法

1.実 験 動 物

老化促進モデルマウスSAM Plの 生後 2,5,8,10,
12か月齢と平均寿命を超えた 14か 月齢のものを全身状

態,行動などを観察後眼球摘出した。それぞれ各時期に

ついて 3匹 5眼以上観察した.対照としては,同月齢の

BALB/cマ ウスを用いた。

2。 実 験 方 法

灌流または浸漬で眼球固定 (2.5%グ ルタールアルデ

ヒド,2%パ ラフォルムアルデヒド,0.lM燐酸緩衝液

pH 7.4～ 7.5)し た後,細切し4℃ で一昼夜保存した。そ

して,同一眼球組織の細切したものを以下のように区分

して処理および消化を行った。

1)無 処 理 群

2)コ ンドロイチナーゼAC処理 :Tris緩衝液 (0.25

M Tris,0.18 M NaCl,0.05%牛 血清アルブミン,5mM
benzainlidine‐ HCl, 0.1ヽ 4 6‐ anlino‐caproic acid, pH

8.0, 4℃ )に一昼夜保存.コ ンドロイチナーゼAC含
Tris緩衝液 (l Uml~1コ ンドロイチナーゼ AC)で 24時

間 37℃ 加温.

3)コ ンドロイチナーゼ ABC処理 :Tris緩衝液(0.25

M Tris,0.18 M NaCl,0.05%牛 血清アルブミン,5mM
benzarnidine‐ IICl, 0.lM 6‐ arnino‐ caproic acid, pH

8.0, 4°C)に一昼夜保存.コ ンドロイチナーゼABC含
Tris緩衝液 (lU ml~1コ ンドロイチナーゼABC)で 24

時間 37℃ 加温.

4)2),3)に対する対照 :Tris緩衝液 (0.25 M Tris,

0.18 M NaCl,0.05%牛 血 清 アル ブ ミン,5mM
benzamidine‐ HCl, 0.lM 6‐ amino‐ caproic acid, pII【

8.0,4℃ )に一昼夜保存.コ ンドロイチナーゼAC,ABC
を含まない Tris緩衝液のみで 24時間 37℃ 加温.

5)亜硝酸による消化 :5%亜硝酸 と33%酢酸を同

量 混 ぜ,90分 間 室 温 で 静置 (使 用 直 前 に5mM
benzanlidine― H(〕1と 0.lM 6‐ anlino‐ n―caproic acidを

加えた)。 組織を冷 0.2M酢酸で洗浄後,用意して置いた

液 で 90分 間室温で保存。組織を 0.2M酢 酸 (5mM
benzamidine― HClと 0.lM 6‐ amino― n―caprOic acid含

有液)で洗浄。

6)5)に対する対照 :組織を冷 0.2M酢酸で洗浄.90
分間室温で 0.2M酢酸に保存.0.2M酢酸で洗浄.

上記の操作後,冷却した 0.lM燐酸緩衝液に一昼夜保

存した。その後,酢酸ナ トリウム含有固定液(25 mM酢

酸ナ トリウム,0.lM塩化マグネシウム,2.5%グ ルター

ルアルデヒド溶液 pH 5.7)で洗浄後,同液に 0.05%ク

プロリニック・ ブルー (quin01iniC phthaloCyanine,
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POLYSCIENCES INC)を 加え染色を行った。酢酸ナ ト

リウム含有固定液および 0.5%タ ングステン酸ナトリウ

ム液 (水溶液,50%エ タノール溶液)でそれぞれ洗浄後 ,

エタノール系列で脱水,プ ロピレンオキサイ ドで置換し,

エポン樹脂で包埋した。そして, ウラニール酸のみで電

図 2 5か月齢 SAMブルッフ膜 .

膠原線維にもフィラメン トがみられる。PEBLi網膜

色素上皮細胞側基底膜,CEL:弾性線維層,OCL:外
側膠原線維層,EBL:脈絡膜毛細血管板側基底膜.

クプロリニック・ ブルー染色
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子顕微鏡染色を行い,眼底後極部のブル ッフ膜を観察 し

た .

III 結  果

1.ブルッフ膜の加齢性変化

2か月齢～ 5か月齢と月齢が増すに従い,基底膜は肥

厚し, クプロリニック・ ブルーにより染色された針状の

フィラメン トがみられた(図 1, 2)。  これらをさらに詳

しく観察すると,網膜色素上皮細胞側と脈絡膜毛細血管

板側の基底膜に,長径平均 25 nmで両基底膜の両側に多

図 3 5か月齢 SAMブルッフ膜の膠原線維 .

膠原線維には 2種類の異なったフィラメン トがみられ
る。矢尻 1:Type l,矢 尻 2:Type 2)ク プロリニッ
ク・ ブルー染色

BruCh膜のプロテオグリカンの局在と加齢変化 。高田他

図1 5か月齢 SAMブルック膜 (Bruch's membrane)。

成長するに従い,基底膜の肥厚がみられる。網膜色素上皮細胞側 (PEBL)と脈絡膜毛細血管板側の基底膜

(EBL)に は長径平均 25 nmの フィラメントが多数みられる.両基底膜でフィラメントの染色性に差をみな

い.ク プロリニック・ブルー染色
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数み られ,両基底膜でフィラメン トの染色性に差をみな

かった。また,弾性線維層にもフィラメントをみたが ,

少数で特徴的所見をみなかった。

膠原線維には 2種類の異なった フィラメントがみ られ

た (図 3)。 Type lは長径平均 32 nmで ,膠原線維の外

側に線維の長軸 と急な角度をもってみ られ,type 2は長

径平均 1l nmで ,膠原線維に沿って横紋 と平行にみ られ

た。

8か月齢以降になると,基底膜は網膜色素上皮細胞側

と,脈絡膜毛細血管板側ともに肥厚 していた。とくに ,

脈絡膜毛細血管板側の基底膜は 2か月齢に比べ 2倍の厚

さになっていた。基底膜に存在す るフィラメントをみる

と,両基底膜ともに染色性の増強 したものが多数み られ ,

密に配列していた。 また,こ れらフィラメントは基底膜

の外側において, とくに染色性が増強 しているように思

われた(図 4)。 膠原線維の直径は大小不同がみられたが ,

膠原線維にみられるフィラメン トの配列,染色性は type

l,2と もに低下 していた。また,膠原線維間には微細線

維様物質が増加 していたが,こ れ らには染色性の高 い

フィラメントはみ られなかった (図 5)。

一方,対照の BALB/cマ ウスの 8か月齢では,基底膜 ,

膠原線維ともに形態学的変化は少なかった.ま た, フィ

ラメン トの染色性,配列に変化はなかった(図 6)。 そし

て 12か月齢以降にな り初めて,基底膜の肥厚,フ ィラメ

ン トの染色性の増強が始まった (図 7).

2.酵素処理および亜硝酸消化

1)コ ンドロイチナーゼ AC処理

膠原線維にみ られたフィラメン トの うち,type lは消

去され,type 2の みみられた (図 8).

2)コ ンドロイチナーゼABC処理

膠原線維にみられた 2種類のフィラメントは両方 とも

に処理 された(図 9a,b)。 しかしながら,膠原線維以外
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図4 12か月齢 SAMブルッフ膜 ,

基底膜は,網膜色素上皮細胞側 (PEBL),脈絡膜毛細血管板側 (EBL)と もに肥厚している。両基底膜とも

に染色性の増強したフィラメントが多数みられ,密に配列している。クプロリニック・ ブルー染色

図 5 12か 月齢 SAMブルッフ膜

膠原線維の直径は大小不同がみられるが,線維にみら

れるフィラメントの配列,染色性は Type l,2と もに

著明な変化をみない。膠原線維間には微細線維様物質

(X)が増加しているが, これらには染色性の高いフィ

ラメン トはみられない。 クプロリニック・ ブルー染色

に存在するフィラメン トは残存していた。また, 2～ 5

か月齢のものに比べ,加齢 した 12か月齢のものでは内外

側膠原線維層の膠原線維が酢酸ウランによる電子顕徴鏡

染色では不明瞭となった (図 10)。

や
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3.亜 硝 酸 消 化

網膜色素上皮細胞側 と脈絡膜毛細血管板側の基底膜に

沿ってみられたフィラメントはすべて消失 していた (図

11)。 とくに,脈絡膜毛細血管板側にみ られた染色性の増

強 した フィラメン トもすべて消失 していた。しかし,基

底膜以外の膠原線維などにみられるフィラメン トはその

まま残存 していた。

IV 考  按

ブル ッフ膜に存在するプロテオグ リカンについては

Essnerら 5)や Callら 6)に よって報告された。クプロメロ

ニック 。ブルーおよびクプロリニック・ ブルー染色を行

うことによリプロテオグリカンは針状のフィラメントと

してみられるが, ブルッフ膜にみられる所見は以下のよ

うに分類され報告されている。膠原線維には 2種類の

BruCh膜 のプロテオグリカンの局在と加齢変化 。高田他 473

フィラメン トがみられ,線維の外側に存在 している。

Type lは 線維の長軸に沿って急な角度で,type 2は線維

の長軸に直角に配列している。また,弾性線維層にも 1

種類のフィラメントが見出された.そ して,こ れを type

3と 分類された。基底膜には 2種類のフィラメン トがみ

つけられ,両基底膜に同様に存在するtype 4と ,他 の

フィラメントに比べ長径,横径ともに 2～ 3倍 と非常に

大きなフィラメントのtype 5を みた。

我々は以前から,老化促進モデルマウスを用いて網膜

色素上皮細胞,ブルッフ膜の加齢性変化を観察 してい

る20)21)。 ブル ッフ膜については,加齢により網膜色素上皮

細胞側および脈絡膜毛細血管板側の基底膜の肥厚がみら

れ, とくに脈絡膜毛細血管板側で著明であった。また,

膠原線維間の離開が大きくなり,間隙には微細線維様物

質を多数みた。

図 6 8か月齢 BALB/cマ ウスのプルッフ膜。

基底膜,膠原線維ともに形態学的変化が少ない。フィラメントの染色性,配列に変化はない.ク プロリニッ

ク・ブルー染色

図 7 12か月齢 BALB/cマ ウスのプルッフ膜.

基底膜の肥厚, フィラメントの染色性の増強がみられる。クプロリニック・ ブルー染色
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図 8 コ ン ドロイチナーゼ AC処 理 後,5か 月齢

SAMブルッフ膜 .

Type lは酵素処理 され,type 2の みみられる。(矢

尻 2)ク プロリニック 。ブルー染色

そこで今回は, これらブルッフ膜の変化をブルッフ膜

を構成する細胞外基質に注目し,従来の報告に基づいて

分類の上,加齢による変化を検討した。

膠原線維には 2種類の異なったフィラメントがみられ

た。Type lは 長径平均 32 ninで ,膠原線維の外側に線維

の長軸と急な角度をもってみられ,type 2は長径平均 11

nmで,膠原線維に沿って横紋と平行にみられた。加齢に

伴って,膠原線維にみられたフィラメントの配列,染色

性は type l,2と もに低下していた。また,膠原線維間

には微細線維様物質が増加していたが, これらには染色

性の高いフィラメントはみられなかった.

コンドロイチナーゼACで処理を行 うと,膠原線維に

みられたフィラメントのうち,type lは酵素処理され,

type 2のみみられた。コンドロイチナーゼACは ヒアル

ロン酸だけでなく, コンドロイチン硫酸を選択的に処理

する。そして,ク プロリニック・ ブルーは硫酸化した陰

イオン物質を選択的に染色することを考え合わせると,

type lは コンドロイチン硫酸であることがわかった。

コンドロイチナーゼABCで処理を行 うと,膠原線維

にみられた 2種類のフィラメントは処理された。一方 ,

コンドロイチナーゼ ABCは コン ドロイチン硫酸, デル

マタン硫酸, ヒアルロン酸を処理する酵素である。コン

ドロイチナーゼACの結果と合わせて考えると,type 2
はデルマタン硫酸であることがわかった。また,膠原線
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図 9a,b コンドロイチナーゼ ABC処理後,5か 月齢

SAMブ ルッフ膜 .

Type l,2と もに処理 される。膠原線維以外に存在

す るフィラメン トは残存 している.ク プロリニッ

ク・ ブルー染色

維以外に存在するフィラメントは残ってお り, コンドロ

イチン硫酸,デルマタン硫酸が膠原線維に存在するプロ

テオグ リカンでコンドロイチナーゼABCに より選択的

に処理されたことがわかった。

また, 2～ 5か月齢のものに比べ,12か月齢のもので

はコン ドロイチナーゼ ABCに よく処理され,内外側膠

原線維層は不明瞭になった。このことから,加齢による

膠原線維の脆弱性およびプロテオグリカンの易消化性が

示唆された。

一方,基底膜は 2か月齢～ 5か月齢と成長するに従い
,

肥厚した。これらをさらに詳しく観察すると,網膜色素

上皮細胞側と脈絡膜毛細血管板側の基底膜には長径平均

25 nrnの フィラメントが基底膜の両側に多数みられ,両
基底膜でフィラメントの染色性に差をみなかった.弾性

線維層にもフィラメン トをみたが,少数で特徴的所見を

・
=‐

.

圏目
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みなかった。 8か月齢以降になると,基底膜は,網膜色

素上皮細胞側,脈絡膜毛細血管板側 ともに肥厚 していた。

とくに,脈絡膜毛細血管板側の基底膜は 2か月齢に比べ

2倍の厚 さになっていた。基底膜に存在するフィラメン

トをみると,両基底膜 ともに,染色性の増強 したものが

多数み られ,密に配列 していた。

亜硝酸はヘパラン硫酸を選択的に消化することができ

る。そこで,亜硝酸で組織消化を行 うと,網膜色素上皮

細胞側,脈絡膜毛細血管板側基底膜に沿ってみ られた

フィラメン トはすべて消失 していた。 とくに,脈絡膜毛

細血管板側にみられた染色性の増強したフィラメン トも

すべて消失 しており, これらがすべてヘパラン硫酸であ

ることが確認された。 しかし,基底膜以外の膠原線維な

どにみ られたフィラメン トはそのまま残ってお り,ヘパ

ラン硫酸だけが選択的に消化されたことがわかった。す

なわち,加齢による膜の高度の肥厚 とそれに伴 うヘパラ

ン硫酸プロテオグリカンの増加が示された。

対照の BALB/cマ ウスでも同様の加齢性変化を認め

たが,12か月齢以降で著明で,基底膜の肥厚,フ イラメ

ン トの染色性の増強が始ま り,SAMに 比べると老化速

度はかな り遅いと思われた.そ してこのことは,SAMが
対照動物 と比べて早期から加齢変化がみられ,老化の動

物モデルとして有用であると思われた。

ブル ッフ膜は成長に伴って線維成分が増加 し,ま た脈

絡膜毛細血管内皮細胞および網膜色素上皮細胞の細胞外

基質産生が活発となる.こ のため,基底膜の肥厚ととも

に膠原線維が成長 し,それ らに存在するプロテオグリカ

ンも増加 していくと思われた。しかしその一方で,加齢

が進む と線維自体は脆弱化 し, コン ドロイチン硫酸,デ
ルマタン硫酸,ヘパラン硫酸などのプロテオグリカンの

組成に変化を来し,網膜色素上皮細胞 と脈絡膜毛細血管

板 との間の代謝機能が変化 しているとみ られる。

本論文の要旨は,第 96回 日本眼科学会総会(1992年 5月 7

日,横浜)お よび第 58回中部眼科学会 (1992年 10月 9日 ,

大阪)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夫教授に感謝いたし

ます。
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