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要 約

目 的：エストロゲンレセプターα，β(以下，ERα，

β)，アンドロゲンレセプター(以下，AR)，プロゲステ

ロンレセプター(以下，PR)のヒト角膜における局在を

免疫組織化学的手法および reverse transcription po-

lymerase chain reaction(以下，RT-PCR)を用いて検討し

た．

対象と方法：剖検眼から得られたヒト角膜をホルマリ

ン固定し，切片作製後，免疫染色を行いレセプターの局

在を検討した．また，ヒト角膜上皮，実質の初代培養細

胞および角膜上皮層，内皮細胞層からmRNAを抽出

し，RT-PCRを行いレセプターの発現を検討した．

結 果：免疫染色の結果，ERαは角膜上皮および実

質細胞に，また，ERβ，AR，PRは，上皮，実質，内

皮細胞で陽性を示した．RT-PCRで，ERα，β，AR

のmRNAが培養上皮，上皮細胞，培養実質細胞で発現

していた．また，PRのmRNAは，培養上皮，上皮層，

培養実質細胞の他，内皮細胞でも発現していた．

結 論：ERα，β，AR，PRのヒト角膜における局

在が確認された．(日眼会誌 ： ― ， )

キーワード：ヒト角膜，エストロゲンレセプターα，β，

アンドロゲンレセプター，プロゲステロン

レセプター

Expression of Estrogen Receptorsαandβ,Androgen Receptors
 

and Progesterone Receptors in Human Cornea

 
Tsutomu Hadeyama,Kiyoo Nakayasu,Ha NT and Shinji Nakamura

Department of Ophthalmology, Juntendo University School of Medicine

Department of Pathology, Juntendo University School of Medicine

 

Abstract

：Using immunohistochemical techniques
 

and reverse transcription polymerase chain reac-

tion(RT-PCR),we examined the localization of es-

trogen receptors αand β(ERα,β), androgen re-

ceptor(AR),and progesterone receptor(PR)in hu-

man corneas.

：Using formalin-fixed
 

donor human cornea, we did immunohistochemical
 

staining after making transverse sections, and
 

examined the localization of receptors. Also, we
 

extracted mRNA from primary culture cells of the
 

corneal epithelium and stroma as well as the endo-

thelial cell layer and epithelial layer of the cornea,

and we performed RT-PCR and examined the expres-

sion of each receptor.

：Immunohistochemical staining revealed

 

that ERαwas localized in corneal epithelial cells as
 

well as in corneal stromal cells, and ERβ, AR and
 

PR were localized in corneal epithelial,stromal,and
 

endothelial cells. ERα, ERβ, and AR mRNA ex-

pression was observed in cultured and  epithe-

lium and cultured stroma cells. PR mRNA was ex-

pressed not only in cultured and  epithelium
 

and in cultured stroma cells but also in endothelium.

：We detected the localization of es-

trogen receptorsαandβ, androgen receptors, and
 

progesterone receptors in the human cornea.(J Jpn
 

Ophthalmol Soc ： ― , )

Key words：Human cornea, Estrogen receptors α

and β, Androgen receptors, Proges-

terone receptors



緒 言

エストロゲン，アンドロゲン，プロゲステロンの性ス

テロイドホルモンは，生殖組織への作用のみならず，生

殖器以外の組織に対し，細胞の増殖，分化，機能の調節

など多彩な生理的作用を有することがわかってきた．さ

らに，これらのステロイドホルモンは眼組織において

も，その構造や機能的活性に大きな影響を及ぼすことが

明らかにされつつある ．眼組織に対する具体的な生

理作用としては，蛋白質や脂質の合成と分泌，涙液層の

保持，免疫能の亢進，房水流出路の確保と眼圧調節，血

管の透過性に関与している可能性が推定されており

，さらにエストロゲンは高齢者女性のドライアイに

対し，涙液分泌亢進作用が期待されており，また，角膜

の創傷治癒促進作用，さらには緑内障に対する眼圧下降

作用など，局所的治療薬としての有効性も報告 さ

れている．また，角膜においては，月経周期，妊娠期，

閉経後に角膜形状が変化することが知られており

，これらの現象もステロイドホルモンとの関連が指摘

されている．しかし，これらのホルモンの眼組織に対す

る生理作用の正確なメカニズムに関してはほとんど明ら

かにされていない．そこで今回，我々はこれらのステロ

イドホルモンのヒト角膜に対する作用機序解明を最終的

な目的に，その第一段階としてエストロゲンレセプター

α，β(以下，ERα，β)，アンドロゲンレセプター(以

下，AR)，プロゲステロンレセプター(以下，PR)の角

膜における局在を免疫組織化学的に蛋白レベルで，およ

び reverse transcription polymerase chain reaction(以

下，RT-PCR)を用いてmRNAレベルで検索した．

実 験 方 法

1．免疫組織化学的検索

剖検眼から得られたヒト角膜(24，64歳の男性，2眼)

の一部を4％パラホルムアルデヒドで固定した後，パ

ラフィンに包埋し，4μmの切片を作製した．脱パラフ

ィン後，抗原性の亢進を目的に切片を10mM クエン酸

緩衝液(pH6.0)に浸し，121℃10分間オートクレーブ

で熱処理した．切片を流水中で冷却後，2％ウシ胎仔血

清(FCS)アルブミンに30分間反応させ，非特異吸着阻

止を行った．免疫染色としてLabeled StreptAvidin-

Biotin(LSAB)法を用い，以下に示す一次抗体を4℃，

オーバーナイトで反応させた．抗ERαモノクローナル

抗体(mouse 1：200，Santa Cruz，米国)，抗ERβポ

リクローナル抗体(rabbit 5μg/μl Affinity BioRea-

gents，米国)，抗ARモノクローナル抗体(mouse 1：

50DAKO，米国)，抗PRポリクロナール抗体(mouse

1：200Santa Cruz，米国)を一次抗体として用いた．

二次抗体としてビオチンラベル抗マウスおよびラビッ

ト IgG抗体(1：300DAKO)を40分間作用させ，さら

にペルオキシダーゼ標識ストレプトアビジン(1：300D-

AKO)を40分間作用させた後，基質溶液(0.02％過酸

化水素水＋ジアミノベンチジン)を滴下し発色反応を行

った．切片はメチルグリーンで核染色した後，脱水，封

入し光学顕微鏡で観察した．陰性対照としては一次抗体

の代わりにマウスまたはラビット血清を用いた．

2．RNAの抽出

剖検眼ヒト角膜(45歳，男性)から上皮細胞層を含む

前層1/4の角膜ブロックを作製し，ブロックからout
 

growthさせて初代培養上皮細胞を得た．また，同様の

角膜から，上皮層および内皮層を剥離除去した実質ブロ

ックからout growthさせて初代培養実質細胞を得た．

得られた細胞は37℃5％COインキュベーター内で10

％FCS含有Dulbecco変法Eagle’s minimal essential
 

medium(DMEM)で培養し，初代培養細胞(以後，それ

ぞれ培養上皮細胞，培養実質細胞)からTRIZOL Rea-

gents(Gibco-BRL)で，プロトコールに従い，全RNA

を抽出した．同様にヒト角膜上皮細胞層(83歳，女性：

以下，上皮細胞)内皮細胞層(45～83歳，男女混合：以

後，内皮細胞)を直接角膜片から剥離した後，TRIZOL
 

Reagentsで全RNAを抽出した．
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表 1 Reverse transcription polymerase chain reaction(RT-PCR)に用いたプライマー

プライマー シークエンス(5’→3’) ポジション Expected Size
 

ERα F AATTCAGATAATCGACGCCAG 457-477 345bp
 

R CTCCTCCCTCTTACAACTTTGTG 779-801

ERβ F TAGTGGTCCATCGCCAGTTAT 125-145 393bp
 

R TACCACTTCACACCGAGGG 499-517

AR  F CTCTCTCAAGAGTTTGGATGGCT 2896-2918 342bp
 

R CACTTGCACAGAGATGATCTCTGC 3214-3237

PR  F GATTCAGAAGCCAGCCAGAG 1817-1836 533bp
 

R TGCCTCTCGCCTAGTTGATT 2330-2349

G3PDH  F ACCACAGTCCATGCCATCAC 432bp
 

R TCCACCACCCTGTTGCTGTA
 

ER：エストロゲンレセプター，AR：アンドロゲンレセプター，PR：プロゲステロンレセプター

F：Forward R：Reverse
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1-Ａ

1-Ｂ

図 1 ヒト角膜におけるエストロゲンレセプターα，β(ERα，β)，アンドロゲンレセプター(AR)，プロ

ゲステロンレセプター(PR)免疫染色後の光学的顕微鏡所見(核染色)．

左：24歳男性 右：64歳男性

A：ERα，角膜上皮，実質に強く染色された．B：ERβ，角膜上皮，内皮に強く染色された．C：AR，角

膜上皮，実質および内皮に染色された．D：PR，角膜上皮，実質および内皮に染色された．E：マウス血清

を用いた陰性対照．角膜は全く染色されなかった．ラビット血清を用いた対照も同様の結果であった．バー

は50μm
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3．RT-PCR

全RNA量を1μgに合わせた後，ゲノムDNAの混

入をなくすためRNAをDNaseで処理し，oligo(dt)

primer(Gibco-BRL)および逆転写酵素(SuperscriptⅡ

reverse transcriptase, Gibco-BRL)で逆転写反応を行

い，cDNAを合成した．RNase H処理をした後，この

うち2μlをテンプレートDNAとし，ERα，β，AR，

PRおよびグリセロアルデヒド3リン酸脱水素酵素(以

下，G3PDH)に対する特異的なプライマーを用いて

PCRを行った．PCR反応液は，10×PCRバッファー，

25mMMgCl，10mMdNTP，Taqポリメラーゼ(5U/

μl)(Gibco-BRL)を用いた．ERα，β，AR，PRおよび

G3PDHのプライマーを表1に示す．プライマーはそれ

ぞれ既存のもの を用い，G3PDHを陽性対照とした．

PCRは，denature：94℃，60秒，annealing：55～58

℃，30～60秒，extension：72℃，60秒，re-extension

：72℃，600秒，PCRのサイクル数は35回で行った．

PCR産物をエチジウムブロマイド入り2％アガロース

ゲルで電気泳動し，目的とするバンドを確認した．ま

た，オートシークエンサーで塩基配列を確認した．

結 果

1．免疫組織化学的検索

剖検眼から得られた角膜片の免疫染色後の光学的顕微

鏡所見を図1に示す．24歳男性，64歳男性の角膜片と

もにERαは角膜上皮細胞および実質細胞の核で強く染

色され，内皮細胞はほとんど染色されなかった(図1

A)．ERβは角膜上皮細胞および内皮細胞の核で強い染

色性を示したが，実質細胞はわずかな陽性染色を示すに

とどまった(図1B)．AR(図1C)およびPR(図1D)は

角膜上皮，実質，内皮細胞すべての核で染色された．マ

ウス血清を用いた陰性対照では角膜は全く染色されず

図 2 ヒト角膜における ERα，β，AR，PRの RT-

PCRの結果．

上：ERα，β レーン1～3：角膜上皮培養細胞

1．G3PDH 2．ERα 3．ERβ

レーン4～6：角膜上皮細胞

4．G3PDH 5．ERα 6．ERβ

レーン7～9：角膜実質培養細胞

7．G3PDH 8．ERα 9．ERβ

レーン10～12：角膜内皮細胞

10．G3PDH 11．ERα 12．ERβ

M：マーカー 100bp ladder

中：AR レーン1.2：角膜上皮培養細胞

1．G3PDH 2．AR

レーン3.4：角膜上皮細胞

3．G3PDH 4．AR

レーン5.6：角膜実質培養細胞

5．G3PDH 6．AR

レーン7.8：角膜内皮細胞

7．G3PDH 8．AR
 

M：マーカー 100bp ladder

下：PR レーン1.2：角膜上皮培養細胞

1．G3PDH 2．PR

レーン3.4：角膜上皮細胞

3．G3PDH 4．PR

レーン5.6：角膜実質培養細胞

5．G3PDH 6．PR

レーン7.8：角膜内皮細胞

7．G3PDH 8．PR
 

M：マーカー 100bp ladder

表 2 免疫染色および RT-PCRの結果

細胞 培養上皮 上皮 培養実質 実質 内皮

免疫染色 ERα × ＋ × ＋ －

(核染色) ERβ × ＋ × ＋(弱) ＋

AR × ＋ × ＋ ＋

PR × ＋ × ＋(弱) ＋

RT-PCR  ERα ＋ ＋ ＋ × －

ERβ ＋ ＋ ＋ × －

AR ＋ ＋ ＋ × －

PR ＋ ＋ ＋ × ＋

×：未検索
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(図1E)，ラビット血清を用いた陰性対照でも同様に染

色されなかった．また，上記の結果は，24歳男性およ

び64歳男性の両角膜片で明らかな差はなかった．

2．RT-PCR
 

PCR産物のアガロースゲル電気泳動後の結果を図2

に示す．ERα，βは，培養上皮細胞，上皮細胞および培

養実質細胞でそれぞれ，345bp，393bpの目的とするバ

ンドがあった(図2上)．しかし，内皮細胞では，ERα，

βのバンドのいずれもみられなかった．ARも培養上皮

細胞，上皮細胞および培養実質細胞で342bpのバンド

があり(図2中)，PRは角膜培養上皮細胞，上皮細胞，

培養実質細胞および内皮細胞で533bpのバンドがあっ

た(図2下)．

免疫染色とRT-PCRの結果のまとめを表2に示す．

考 按

今回の結果を角膜の部位別にまとめてみる．上皮細胞

における免疫組織化学的検索では，角膜片の上皮細胞の

核に，また，RT-PCRでは培養上皮細胞，上皮細胞と

もにすべてのレセプターの局在を確認した．RT-PCR

に用いた細胞は，培養上皮細胞が45歳男性の角膜から，

また，上皮細胞は83歳女性の角膜から得られたもので

ある．どちらの細胞を用いても，ERα，β，AR，PR

のいずれもがmRNAレベルでその発現を確認できた．

すなわち，ヒト角膜上皮細胞には，男女を問わずα，

β2種類のER，AR，そしてPRのいずれもが局在して

いることが明確となった．しかし，性差，年齢差による

量的相異については，さらに詳細な検討が必要と考えら

れた．実質細胞に対する検索は，免疫組織化学的には

in vivoの角膜片を用いて検索し，RT-PCRでは培養実

質細胞を用いた．組織学的検索でERβおよびPRに対

する陽性反応が，ごく弱い反応であったものの，両者の

結果は，いずれもすべてのレセプターの局在を示してい

た．本実験に用いた実質細胞はいずれも男性角膜由来の

ものであり，本実験では実質細胞についても性差を問う

ことはできなかった．内皮細胞では，組織学的検索と

RT-PCRでの検索で，いずれも陰性であったものはE-

Rαであった．一方，ともに陽性であったものはPRで

あった．また，ERβとARは，組織学的検索では陽性

であったもののRT-PCRでは陰性となり，両者の結果

は一致しなかった．一般的には，上述の2つの方法のう

ち，RT-PCRがより高感度と考えられる．そのRT-PC-

Rで陽性バンドを確認できなかった原因として，実験手

技上の問題も考えられたため，同様の実験を3回行った

が，いずれも陰性であった．内皮細胞におけるERβ，

ARの局在について両方法による結果の違いを説明する

ことはできず，今回の実験では結論を出すことができな

かった．この点について，今後さらに追及する必要があ

ると思われた．

エストロゲン，アンドロゲン，プロゲステロンのステ

ロイドホルモンは，涙腺，マイボーム腺，結膜，角膜，

水晶体，ぶどう膜および網膜などの眼内組織に対し，構

造的，機能的に重要な影響を及ぼしていることが明らか

にされつつある．これらのホルモンは，マイボーム腺の

脂質産生，房水流出路，水晶体の透過性や網膜，ぶどう

膜の血管透過性に間接的に作用し，緑内障，水晶体混

濁，糖尿病網膜症などに関与している可能性が報告

されている．角膜では，月経周期，妊娠や閉経期でこれ

らのホルモンが影響を及ぼしていると報告 されて

いる．月経周期における角膜の曲率半径の変化は，月経

の始めに水平，垂直方向で曲率が急峻化し，排卵後に平

坦化する．また，角膜の厚さは，月経の始まりと終了時

に増し，排卵直前に最も薄くなるといった変化を呈す

る．これらの変化はエストロゲン血中濃度と特に良く相

関している．また，妊娠期や閉経期におけるホルモン療

法としてのエストロゲンやプロゲステロンの投与時に，

角膜は厚さを増す ．これらの事実も角膜厚に対す

るステロイドホルモンの影響がいかに大きいかを物語っ

ている．また，皮膚においても同様な変化を起こすこと

が知られており，閉経後の女性の皮膚，特に真皮の菲薄

化は，エストロゲンの投与で回復することが知られてい

る．この真皮の厚さはコラーゲン線維の増減によると考

えられている ．これは特にⅠ，Ⅲ型コラーゲンの増

減によるものであり，エストロゲンとの関連が報告 さ

れている．Ⅰ，Ⅲ型コラーゲンは，角膜実質の主要な構

成成分であり，上述の角膜の変化は，真皮同様，Ⅰ，Ⅲ

型コラーゲン線維の増減を介したエストロゲンの影響が

あるものと考えられる．また，エストロゲンが皮膚にお

けるヒアルロン酸の合成をも増加させることが報告 さ

れている．角膜におけるヒアルロン酸は，傷害を受けた

実質内に出現し，フィブロネクチンとともに，上皮の移

動や接着を誘導し，角膜創傷治癒を促進させるが，創傷

が治癒するとほとんど消失してしまう．エストロゲンが

ヒアルロン酸を介して創傷治癒を促進していることは十

分に考えられる．

近年，エストロゲンに対するレセプターには，αとβ

の2種類が存在することが種々の動物で確認されつつあ

る．ERは，核内レセプターの1つで，エストロゲンが

核内に入ってαまたはβレセプターと結合すると，

αα，またはββの2量体(ホモダイマー)か，α，βの2

量体(ヘテロダイマー)となって標的遺伝子の転写を調節

すると考えられている．ERαとβの発現部位は種に

よって異なっているらしい．ヒトではERαは子宮に強

く発現しているのに対し，ERβは精巣での発現が強い

と考えられている．両者の生理作用の相違については，

まだ十分解明されていないのが現状である ．

アンドロゲンの眼組織に対する生理作用としては，マ

イボーム腺の機能調節を介した涙液脂質層の安定化 ，
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家兎におけるアレルギー性結膜炎の抑制 ，角膜上皮の

創傷治癒促進および血管新生の抑制などが報告 され

ている．また，アンドロゲンは眼以外の組織ではある

が，プロテオグリカンの欠乏を招くような炎症を抑制す

ると報告 されている．プロテオグリカンはコラーゲン

線維の間隙に存在し，線維の配列，線維間距離の調整に

関与し，角膜の透明性維持に重要な役割を果たしてい

る．アンドロゲンが角膜でも同様に作用し，角膜の透明

性に影響を及ぼすことが今後明らかにされるかも知れな

い．

プロゲステロンは，妊娠中，その血中濃度が角膜厚と

相関しており ，エストロゲンと同様の角膜に対する影

響を有しているものと思われる．

Tachibanaら はマウスを用いた実験で，ERα，β

の局在を雄・雌ともに角膜上皮，実質，内皮のすべての

細胞にみられている．この報告と今回の我々の結果の違

いは内皮における局在である．我々は前述の通り，E-

Rαは確認できず，またERβについても明確な結論は

得られていない．動物種による違い，抗体やプライマー

による違いなどが考えられるが，今後さらに実験を重ね

検討する必要がある．さらに，Suzukiら は49歳の男

性ヒト角膜においてERα，AR，PRの免疫組織化学的

検索で角膜上皮，実質，内皮で陽性染色があり，さら

に，74歳男性および68歳女性の角膜から得られた上皮

細胞でRT-PCRを行い，各レセプターのmRNAの発

現を報告している．今回の我々の検討では，組織学的検

索に24歳と64歳の男性角膜片を用いて年齢的な相違に

ついても検討した．また，ERについてはERαのみな

らず，ERβについても検討している．さらに，RT-PC-

RによるmRNAの発現は上皮細胞のみならず，培養実

質細胞，内皮細胞についても行っている．表2に示した

我々の結果と，Suzukiらの結果との相違点は，内皮細

胞におけるERαの局在である．SuzukiらはERαの内

皮細胞における局在を示しているものの，我々は内皮細

胞におけるERαの局在を確認することができなかっ

た．組織学的検索に用いた抗体による違いと考えること

もできるが，我々のRT-PCRの結果でも，内皮細胞に

おけるmRNAの発現が確認されず，我々はERαは内

皮細胞には局在していないと結論した．また，ERβの

角膜における蛋白質レベル，mRNAレベルにおける局

在，培養実質細胞，内皮細胞における各ホルモンのレセ

プターをmRNAレベルで検索したのは我々のこの報告

が初めてと思われる．

Wickhamら は角膜以外，ラット，家兎，ヒトの涙

腺，マイボーム腺，眼瞼，結膜，虹彩・毛様体，網膜・

脈絡膜にもERα，AR，PRのmRNAが発現している

ことを報告している．また，エストロゲン，アンドロゲ

ン，プロゲステロンは涙膜，房水，硝子体や網膜に存在

することが確認されており ，角膜，虹彩，毛様体，

水晶体や網膜で代謝されることが示されている ．

このように眼組織は，角膜を含めた大部分の組織がステ

ロイドホルモンの標的組織であり，ステロイドホルモン

の作用を多様な形で受けている可能性がある．今回の結

果から，ヒト角膜においてはER，AR，PRが局在して

いることが判明した．今後は，それぞれのステロイドホ

ルモンの角膜局所における生理作用を解明をしていく必

要があると思われた．また，前述した通り，上記の性ス

テロイドホルモンは特に角膜厚の調節と強く関連してい

ることが知られている．その点に注目すると，角膜中央

部分が菲薄化する円錐角膜などの疾患の病因に関与して

いることも十分に考えられる．その点についても今後の

検討課題と考えている．
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