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老化促進モデルマウスにおけるBruch膜の

加齢性変化の免疫組織学的検討
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基底膜にみられる細胞外基質構成成分である IV型 コ

ラーゲン,ヘパラン硫酸プロテオグリカン (HSPG)に
ついて免疫組織学的観察を行い,加齢による変化を調べ

た.老化促進モデルマウス SAM Plの生後 2,10,14か

月齢を用いた。抗体は IV型コラーゲンに対するポリク

ロナール抗体とHSPGに 対するモノクロナール抗体を

用いた。光学顕微鏡的には ABC法で,電子顕微鏡的には

金コロイ ドを用いた免疫電子顕微鏡法を行った。光学顕

微鏡的には,IV型 コラーゲン,HSPGと もに,Bruch(プ

ルッフ)膜に特異的に染色をみたが,加齢による差はな

かった。電子顕微鏡的には,IV型コラーゲン,HSPGと

約

もに金粒子は 2つの基底膜にみられ,特に脈絡膜毛細血

管板側に著明であった。加齢に伴い脈絡膜毛細血管板側

基底膜は肥厚 し,それに伴って,IV型コラーゲンに対す

る金粒子は増加 した。HSPGに 対する金粒子も増加 して

いたが,分布は不規則であった。このような変化がブルッ

フ膜の加齢に伴 う変化を示 している。 (日 眼会誌 98:
955-961,1994)
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Abstract
Age-related macular degeneration is one of the treated with anti-HSPG antibody. In ultrastructual

major causes of severe visual loss is elderly individ- immunolocalization, both basement membranes
uals. However, relatively little is known about its showed fairly heavy labeling in response to the
etiology. The disease may be associated with senes- antibodies to type IY collagen, and moderate labe-
cence. Ultrastructural and immunohistochemical ling in response to the antibodies to HSPG. With
studies on SAM (senescence accelerated mouse) eyes aging, the thickness of the basement membrane of
were carried out to Iearn details of aging changes in the choriocapillaris and gold particle labeling by the
the retinal pigment epithelium (RPE) and Bruch's antibodies to type IV collagen increased. The sold
membrane. SAM P 1 mice aged. 2, 10, 14 months particle labeling by the antibodies to HSPG in-
were examined in this study. The eyes were analysed creased slightly, but was distributed sparsely. These
for type IV collagen and heparan sulfate proteog- results showed the advancing process of senescence
lycan (HSPG) by the avidin-biotin-peroxidase com- changes in Bruch's membrane. ( J Jpn Ophthalmol
plexes (ABC) method and post-embeddig immunolo- Soc 98:955-961, 1994)
calization with colloidal gold. With the ABC
method, the basement membranes of both the RPE Key words: Type IV collagen, Heparan sulfate
and the choriocapillaris showed markedly positive proteoglycan, Bruch's membrane,
staining when treated with anti-type IY collagen Senescence accelerated mouse, Aging
antibody and moderately positive staining when
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I緒  言

細胞外基質は,IV型コラーゲンを主体とするコラーゲ

ン成分とラミニン,プロテオグリカン,フ ィブロネタチ

ンなどの非コラーゲン成分から成っていることが,近年

次第に明らかにされてきた。 この細胞外基質は,単に細

胞を支持しているのみならず,細胞の接着,分化,遊走,

増殖などにも深 く関わっていることが解明されてきてお

り,注目を浴びている1)～ 4)。

網膜 と脈絡膜の物質輸送関門であるBruch(ブ ルッ

フ)膜は加齢に伴い,基底膜の肥厚,膠原線維の配列の

乱れがみられ, これらの変化には細胞外基質構成成分の

関与が考えられている5)～ 7).

老化促進 モ デルマ ウス (SeneSCenCe aCCelerated

mouse,SAM)は 1981年竹田ら8)9)に よって開発され,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

ルとして眼科領域でも研究されている7)10)～ 12)。 SAM P
系の平均寿命は11.9か 月,R系では15.3か月である。

その特徴としては,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。

我々は,SAM Plを 用い,網膜色素上皮細胞,ブルッ

フ膜の加齢性変化について報告 し10)12),さ らに,ク プロリ

ニック・ブルー染色法13)ヽ 16)を 用いて,ブルッフ膜におけ

るプロテオグリカンの分布および加齢に伴う変化を報告

した7)。

本論文では,SAMを用い,基底膜にみられる細胞外基

質構成成分であるIV型コラーゲン,ヘパラン硫酸プロ

テオグリカン(HSPG)について抗体を用いて,免疫組織

学的観察を行い,加齢による変化を調べた。

II方  法

1。 実 験 動 物

老化促進モデルマウスSAM Plの 生後 2か月齢 :5

匹 6眼,10か月齢 :6匹 6眼 と平均寿命を超えた 14か

月齢 :3匹 4眼 を全身状態,行動などを観察した上で用

いた。エチルエーテルで麻酔後,灌流固定(4%パラフォ

ルムアルデヒド,0.1%グ ルタールアルデヒド,ハ ンクス

緩衝液,pH 7.4)し た後,眼球摘出し,燐酸緩衝液に保

存した。

2。 実 験 方 法

1)光学顕微鏡的検索

眼球はクリオスタットで 10 μmの薄切片を作成 した。

IV型 コラーゲンの染色 にあたっては,組織切片を

0.3%H202燐酸緩衝液で室温 30分間反応させ,内因性ペ

ルオキシダーゼ活性を除去した後,燐酸緩衝液で洗浄し

た。非特異的反応阻止の目的で 20%正常ヤギ血清 (0.5%

牛血清アルブミン含燐酸緩衝液,0.3%Triton X‐ 100)を
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室温 15分間反応させた。一次抗体 として rabbit anti‐

rnOuse c01lagen lv p01yc10nal antisera(CHENIICON

社製)を用い,2,000倍希釈で室温 100分間反応させた。

対照には rabbit antiseraを 用いた。燐酸緩衝液で洗浄

後, 二 次 抗 体 に は biotinylated anti―rabbit lgG

(VECTOR社製)を 5μ g/ml(0.5%牛血清アルブミン含

燐酸緩衝液+0.3%Triton X-100)で 室温 30分間反応さ

せた。燐酸緩衝液で洗浄後,VECTASTAIN社製 avidin―

biOtin_perOxidase cOmplexes(ABC)reagentで 室温 30

分間反応させた。燐酸緩衝液で洗浄後,3,3/― diamino―

benzidine(DAB)過 酸 化水素反応 液 (0.1%DAB,

0.018%H202,50 mM Tris‐ HClpH 7.4)に 5分間浸漬

し発色 させ,蒸留水で洗浄後,メ チルグリーンで核染色

し,エタノールで脱水 し,透徹,封入した。

HSPGの染色にも同様にABC法を用いたが,一次抗

体 としてはrat anti―heparan Sulfate prOteOglyCan

mOnOc10nal antibody(CHEMICON社製)を 100イ音希

釈 し,対照として gOat anti―rat lgGを 用いた。二次抗体

としては biOtinylated anti― rat lgG(E― Y社製)を 5μ g/

mlで用いた。

2)電子顕微鏡的検索

固定 した組織を細切後エタノールで脱水,LRwhiteに

より包埋し,紫外線重合を-20° Cで一昼夜,室温で一昼

夜行った。その後, ミクロトームで超薄切片を作成し,

金コロイド法による免疫電子顕微鏡染色を行った。

IV型コラーゲンに対 しては,非特異的反応阻上の目的

で,0.5%牛血清アルブミン含燐酸緩衝液で室温 10分間

反応 させた。抗体は rabbit anti‐ mouse COHagen IV

p01yc10nal antisera(CHEMICON社 製)100イ音希釈

(0.5%牛血清アルブミン含燐酸緩衝液)で室温 60分間反

応させた。対照には rabbit antiseraを用いた。0.5%牛

血清アルブミン含燐酸緩衝液で洗浄し,goat anti‐ rabbit

lgG gold(和光純薬,ULTRA BiOtechn01ogy MIC
Medical社 )直径 10 nmで 10倍希釈 (0.5%牛血清アル

ブミン含燐酸緩衝液)で 30分間反応を行った。カコジル

酸緩衝液で洗浄後, 5%グルタールアルデヒド (カ コジ

ル酸緩衝液,pH 7.4)で 室温 5分間反応後,蒸留水で洗

浄 した。ウラニール酸で 10分間,水洗後鉛で 20秒間染

色を行い,電子顕微鏡で観察した。

HSPGに対しても同様で,抗体はrat ant卜 heparan

sulfate proteoglycan inonoclonal  antibody

(CHEMICON社製)50倍希釈で 120分間反応させた。対

照 として goat anti― rat lgGを用いた。金粒子はgoat

anti―rat lgG gold(E‐ Y社製)直径 5nmで 10倍希釈し

た。

なお,光学顕微鏡および電子顕微鏡的観察は眼底後極

部を中心に行った。
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板側の基底膜の厚さにはまだ著明な差はみられなかった

が,金粒子は,脈絡膜毛細血管板側基底膜全体に散在性

に多 くみられ,網膜色素上皮細胞側では僅かであった (図

5)。 また,内外側膠原線維層,弾性線維層にはみられな

かった.対照には基底膜への金粒子の付着をみなかった

(図 6)。

10か月齢では,網膜色素上皮細胞側の基底膜に比べ
,

脈絡膜毛細血管板側の基底膜は肥厚していた。それに伴
い,脈絡膜毛細血管板側の基底膜にみられた金粒子の数

は増加していた (図 7)。 網膜色素上皮細胞側では,基底

膜の肥厚は僅かで金粒子の不着も僅かであった。また,

基底膜以外の部位への付着をみなかった。

図 2 SAM 10か 月齢の網膜絡膜組織。
一次抗体 (IV型 コラーゲン)の代わ りに正常ウサギ血清
を用いると,ブル ッフ膜は染色されない。バーは 5μm

図 4 SAM 10か月齢の網膜絡膜組織。
一次抗体 (HSPG)の 代わ りにラットIgG抗体を用いる
と,ブルッフ膜は染色 されない。バーは 5μm

III 結  果

1.光学顕微鏡所見

IV型コラーゲンは,ブルッフ膜に特異的に染色がみら

れた(図 1, 2)。 しかし,加齢による染色の程度に差を

みなかった。

HSPGに ついても,染色の程度はIV型コラーゲンに

比べると弱かったが,ブルッフ膜に特異的に染色がみら

れた (図 3, 4)。 加齢による差はなかった。

2.電子顕微鏡的所見

1)IV型 コラーゲン

2か月齢では,網膜色素上皮細胞側と脈絡膜毛細血管

図1l Senescence accelerated mouse(SAM)10か 月
齢網脈絡膜組織のiV型 コラーゲンの局在.

Bruch(ブ ルッフ)膜に特異的に染色をみる。バーは5

μrn

図 3 SAM 10か月齢の網脈絡膜組織の heparan sul‐
fate prOteoglycan(HSPG)の 局在.

染色 の程度はIV型 コラーゲンに比べると弱 いが,ブ
ル ッフ膜 と脈絡膜血内壁 に特異的に染色をみる。バー

は 5 μrn

匡
==コ

E===コ

E====
匡
==コ
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図 5 SAM 2か月齢のプルッフ膜 とIV型 コラーゲ

ンの局在。

網膜色素上皮細胞側と脈絡膜毛細血管板側の基底膜

の厚さはまだ著明な差をみないが,金粒子は,脈絡

膜毛細血管板側基底膜全体に散在性に多くみられ,

網膜色素上皮細胞側では僅かである。内外側膠原線

維層,弾性線維層にはみられない。PE:網膜色素上

皮細胞,PEBL:網膜色素上皮細胞側基底膜,ICL:

内側膠原線維層,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,CC:
脈絡膜毛細血管.バーは 100 nm

図 6 SAM 2か月齢のプルッフ膜 .

対照ではIV型 コラーゲンに対する抗体の代わ りに正常

ウサギ血清を用いた.基底膜への金粒子の付着をみな

い. バー |ま 100 nrn

平均寿命を超えた 14か月齢では,脈絡膜毛細血管板側

の基底膜はさらに肥厚していた。基底膜に付着する金粒

子も基底膜の肥厚に伴い,さ らに増加していた (図 8)。

網膜色素上皮細胞側の基底膜の肥厚は著明ではなく,金

粒子の付着も僅かであった。

2)ヘパラン硫酸プロテオグリカン (HSPG)

2か月齢では,脈絡膜毛細血管板側の基底膜に金粒子

がみられ,網膜色素上皮細胞側では少数であった (図 9)。

内外側膠原線維層,弾性線維層には僅かにみられたのみ

であった。対照には,基底膜への金粒子の付着をみなかっ

図 7 SAM 10か月齢のブルッフ膜とIV型コラーゲ

ン.

網膜色素上皮細胞側の基底膜に比べ,脈絡膜毛細血

管板側の基底膜は肥厚している。それに伴い,脈絡

膜毛細血管板側の基底膜にみられる金粒子の数が多

い。網膜色素上皮細胞側では基底膜の肥厚は僅かで

金粒子の付着も僅かである。基底膜以外の部位には

付着をみない。バーは 100 nm

図 8 SAM 14か月齢のプルッフ膜 と IV型 コラーゲ

ン.

脈絡膜毛細血管板側の基底膜はさらに肥厚 してい

る。基底膜に付着する金粒子も膜の肥厚に伴い,さ

らに多い.網膜色素上皮細胞側の基底膜の肥厚は著

明でなく,金粒子の付着も僅かである。バーは 100

nrn

た (図 10)。

10か月齢では,肥厚 した脈絡膜毛細血管板側基底膜に

金粒子が多数みられた (図 11).網膜色素上皮細胞側には

増加をみなかった。また,内外側膠原線維層にも少数だ

が金粒子がみられた。

14か月齢になると,脈絡膜毛細血管板側の基底膜はさ
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図 9 SAM 2か月齢ブル ッフ膜 とHSPG.
脈絡膜毛細血管板側の基底膜 に金粒子 (一部自矢 じり

で示す)がみられ,網膜色素上皮細胞側では少ない。

内外側膠原線維層,弾性線維層には僅かにみられるの

みである。バーは 100 nm

図 10 SAM 2か 月齢のブルッフ膜 .

対照では,HSPGに対する抗体の代わりにラットIgG

を用いた。基底膜への金粒子の付着をみない。バーは

100 nrn

らに肥厚したが,金粒子の付着は不規則で疎 らであった

(図 12)。

Bruch膜の加齢性変化の免疫組織学的検討 。高田他 959

図 1l SAM 10か 月齢のブルッフ膜 とⅡSPG.

肥厚 した脈絡膜毛細血管板側基底膜 に金粒子を多数み

る。網膜色素上皮細胞側では少ない。内外側膠原線維

層にも少数だが金粒子がみられる。バーは 100 nm

図 12 SAM 14か 月齢のプルッフ膜 とHSPG.
脈絡膜毛細血管板側の基底膜はさらに肥厚したが,金
粒子の付着は不規則で疎らである。バーは 100 nm

された7)。 さらに,加齢に伴い,膠原線維にみられるフィ

ラメントの配列,染色性は低下していた。また,酵素処

理を行 うと,加齢による膠原線維の脆弱性および易消化

性が示唆された。基底膜には 1種類のプロテオグリカン

が存在 し,亜硝酸消化を行うことにより,ヘパラン硫酸

であることが確認された。すなわち,加齢による基底膜 ,

特に脈絡膜毛細血管板側基底膜の高度の肥厚とそれに伴

うHSPGの増加がみられた。

このように,特殊染色および酵素処理,消化を行 うこ

とによリプロテオグリカンの存在 と加齢による変化を間

接的に観察してきた。しかしながら,抗原の明確な局在

と加齢による抗原量の変化を検討すれば,加齢性の網膜

IV考  按

我々は既に,老化促進モデルマウス (SAM)を用いて

網膜色素上皮細胞,ブルッフ膜の加齢性変化について報

告している11)12)。 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基底膜に肥厚

がみられ,特に,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。さらに,ク プロリニック・ ブルー

染色法13)～ 16)を用いて観察すると,膠原線維には 2種類の

プロテオグリカンが存在し,酵素処理を行うことにより

コンドロイチン硫酸,デルマタン硫酸であることが確認

:1・  PEBL

iCL
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疾患の病態解明の上で重要な情報を提供す ると思われ

る。

そこで本報では,酵素抗体法による検討を加えた。抗

体としては,基底膜の重要な細胞外基質であるIV型コ

ラーゲンとHSPGを用いた。

IV型コラーゲン,HSPGと もに金粒子は基底膜にみ

られ,特に,脈絡膜毛細血管板側に著明であった。加齢

に伴い脈絡膜毛細血管板側基底膜は肥厚し,それに伴っ

て IV型コラーゲンに対する金粒子は増加 した。しかし,

HSPGに 対する金粒子では加齢に伴って増加 したが,加

齢の末期になると,HSPGの抗原量が低下するためかそ

の分布は不規則で疎らになった。

このような変化はRohrbachら 17)が,正常および遺伝

的糖尿病マウスにおけるHSPGの減少 とラミニンの増

加を, また,糖尿病誘発物質であるストレプ トゾトシン

処置ラットの腎糸球体基底膜 においてもHSPGの減少

とIV型コラーゲンの増加 を見出したことに共通点があ

る。Rohrbachら 17)は このことから,以下のような考察を

行っている。糖尿病においては HSPGの産生低下または

代謝克進のために,基底膜の主機能である透過性 と深い

関わりを持つ,すなわち,charge barrierと して制御す

るHSPGが基底膜局所で減少し,基底膜が機能不全にな

り,透過性は克進する。それを補償するために,新たな

基底膜形成の反復の結果 として,生化学的にはラミニン,

IV型 コラーゲンの増加が生 じ,形態学的には基底膜の多

層化が起 こるとした。また,石田18)は この説を基に,実験

的肉芽での IV型 コラーゲンによる血管基底膜の層状構

造の出現を考察している。

これらの実験にみられる血管基底膜の IV型 コラーゲ

ンの増加,HSPGの 変動は血行障害や,血管結合組織の

増殖過程初期に観察されている。

この結果を今回の実験にみられるブルッフ膜の加齢性

変化と同一には比較できないが,脈絡膜から網膜外層と

組織は異なるが,同様の血管結合組織の増殖で発症する

加齢性網膜疾患の発生要因を考える上で重要な所見の一

つと考えられる。

基底膜にみられる細胞外基質構成成分であるIV型コ

ラーゲン,HSPGに ついて,抗体を用いて免疫組織学的

観察を行い加齢による変化を調べた。

IV型コラーゲン,HSPGと もに基底膜にみられ,特に

脈絡膜毛細血管板側に著明であった。加齢に伴い脈絡膜

毛細血管板側基底膜は肥厚 し,そ れに伴って IV型 コ

ラーゲンは増加した。HSPGも 加齢に伴って増加してい

たが,14か月齢では不規則であった。このような変化が

ブルッフ膜の加齢に伴って生 じると思われた。

本論文の要旨は,第 97回 日本眼科学会総会 (1993年 6月 18

日,札幌)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
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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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