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は じ め に

異物の体内侵入を抗原として検知し，排除する免疫応答

において重要な働きをする T細胞は，どのようにして抗

原提示細胞からの情報伝達を受け取り，活性化されてゆく

のであろうか．

マクロファージや樹状細胞などの抗原提示細胞表面で

は，主要組織適合抗原遺伝子複合体分子（major histocom-

patibility complex：MHC）により，異物由来のペプチドが

抗原として提示される．それを，T細胞表面の T細胞受容

体（T cell receptor：TCR）が認識する．その結果，T細胞

の活性化が引き起こされる．この現象は，抗原提示細胞と

T細胞の接触面で繰り広げられる．

T細胞が活性化されると，T細胞の接触面では，抗原特

異的 TCRが中央に集積し，その周りを LFA-１（leukocyte

function-associated antigen-１）などの接着分子が取り囲む同

心円状の特徴的な構造が形成される．この構造は，何時間

も維持されており，免疫シナプスと名付けられた１～３）．従

来は，この免疫シナプス形成こそが，T細胞活性化の中心

的役割を担っていると考えられてきた．ところが，活性化

の指標の一つであるシグナル伝達分子のリン酸化は，免疫

シナプスの形成より以前にすでに始まっているという報告

が出され４），免疫シナプスの役割に疑問が投げかけられる

ようになった．

この疑問に答え，抗原提示細胞と T細胞の接触面で起

きている現象をつきとめるためには，実際に生きた細胞で

分子を直接観察し，時間的・空間的にシグナル伝達分子が

変化してゆく様子を直接可視化する必要があった．そこで

我々は，刺激直後からの免疫シナプス形成過程を，分子レ

ベルでリアルタイムに観察可能にする，新しい分子イメー

ジングのシステムを開発し，解析を行った５）．

１． 全反射蛍光顕微鏡法（TIRF）

明瞭な蛍光観察のためには，試料以外からの背景光をで

きる限り抑えることが必要である．そのためには，蛍光励
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免疫細胞シグナルの１分子イメージングと分子動態

十 川 久美子１，徳 永 万喜洋２

最近の顕微鏡技術や蛍光プローブの開発により生きた細胞内部での個々の分子の動きを

リアルタイムで観察することが可能になった．蛍光ラベルした１分子毎の動きをイメージ

ングすることにより，細胞内分子動態の可視化はもとより分子数の定量および分子間相互

作用の数値化ができる．また１分子イメージングの高感度特性を生かすことで，生きた細

胞でのイベントを長時間照射損傷なく観察できる．T細胞の免疫刺激による活性化初期過

程を可視化したところ，従来の説とは異なり，約１００分子程度のシグナル伝達分子の集ま

りであるマイクロクラスター形成がシグナル開始であること，時間的かつ空間的に T細

胞の活性化を制御していることが分かってきた．最近，核内でも１分子が鮮明に可視化で

き，免疫刺激と応答について，細胞表面から核まで分子動態を直接明らかにする道が開拓

されようとしている．
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起用照明を必要な範囲に限ることが有用となる．試料全体

を照明する落射照明では，明るいシグナルも背景の蛍光に

埋もれ，鮮明な画像が得られない．全反射蛍光顕微鏡法

（total internal reflection fluorescence microscopy, TIRF）は，

照明光の全反射により表面のみを観察する方法である．

図１に対物レンズ型全反射照明法を示す６，７）．対物レンズ

の端に照明用のレーザー光を入射すると，カバーガラスと

試料との境界面で全反射する．その際，表面の反対側にご

く薄く光が浸み出す．この光は，エバネッセント光（eva-

nescent，“消失する”という意の英語）と呼ばれている．

これは，簡単に表現すると，全反射面からの光のエネル

ギーの浸み出しである．反射面に垂直方向でのエネルギー

の流れはないために，エバネッセント光の強度は，全反射

面から深さ方向に指数関数的に減衰する．全反射面から浸

み込む深さは，照明角度に依存し，およそ５０～２００nm程

度である．このエバネッセント光を蛍光の照明として使う

と，ガラス表面近傍のみの蛍光分子を励起することができ

る．

全反射照明では，もう一つ重要な特徴がある．エバネッ

セント光の強度は，全反射境界面において，最大で入射光

の約４倍に強くなる６，７）．その結果，背景光を低くするのと

同時に，シグナル画像強度を強くすることができる．通常

の落射照明から全反射に切り替えたときに，急に像のコン

トラストが上がるが，照明光強度が全反射により強くなる

ことも大きく寄与している．その結果，シグナル／ノイズ

比の高い画像を得ることができる．

GFPなどの蛍光タンパク質や蛍光色素分子は，励起光

を当て続けると退色してしまう．退色を如何に低くするか

が，重要なポイントである．退色までの時間は，照明光の

強度にほぼ反比例する．退色を抑え長時間観察するために

は，照明光を弱くすればよい．１分子顕微鏡を使えば，微

弱な光でも高感度にシグナル／ノイズ比の高い画像を得る

ことができるので，退色時間を長くすることができる．例

えば，通常の共焦点顕微鏡に比べると２桁以上退色時間を

長くして観察できる．この利点は，特に生細胞における分

子イメージングに有効である．

２． 人工平面脂質二重膜

抗原提示細胞と T細胞間の接触面は，共焦点顕微鏡で Z

スキャン像を再構成することにより可視化が可能である

が，詳細な画像は今のところ得られていない．特に接触面

での分子動態を観察・解析するためには，リアルタイムで

の観察が必須であるが，共焦点顕微鏡での三次元走査では

時間分解能が不十分である．

そこで，抗原提示細胞を模して，必要なタンパク質を埋

め込んだ人工平面脂質二重膜２）を用いることにした（図２）．

抗原-MHC複合体を直接ガラス表面に固定する方法では，

抗原-MHC複合体が動くことができないため，抗原提示細

胞上の抗原-MHC複合体の状態を再現できない．MHC分

子を GPI（glycosylphosphatidylinositol）アンカー修飾して

脂質二重膜に組み込むと，細胞膜と同様に脂質二重膜を自

由に動き回ることが可能となる．

脂質二重膜を用いるもう一つの重要なメリットは，T細

胞との接触面を平面として観察できることである．しか

も，全反射蛍光顕微鏡法と組み合わせて用いることによ

り，細胞表面における分子の動きを，鮮明に観察すること

が可能になる．

図１ 対物レンズ型全反射照明の模式図
対物レンズ辺縁部にレーザー光を入射すると，カバーガラスと
試料の境界面で全反射が起こる．全反射する際に，光のエネル
ギーがガラス表面から試料側にごく薄く漏れる．これがエバ
ネッセント光であり，蛍光照明に用いると表面のみを高画質で
観察することができる．全反射を起こすために，開口数 NAが
試料の屈折率 n（生きた細胞では１．３７～１．４０）よりも大きな対
物レンズを用いる．

図２ 人工脂質二重膜と全反射照明法による観察系
免疫刺激を引き起こす抗原分子を埋め込んだ人工脂質二重膜
と，全反射照明の組み合わせにより，細胞間接触面でのシグナ
ル伝達開始過程を可視化した．カバーガラス表面に，抗原ペプ
チド-MHCを組み込んだ人工脂質二重膜を張る．その上に，T
細胞を上から落とす．T細胞が表面に落ちた瞬間から抗原ペプ
チド-MHCとの反応が開始する．その開始の瞬間から観察する．
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３． 反応開始直後からのリアルタイム観察

観察対象の分子として，TCR構成タンパク質である

CD３ζ鎖，T細胞の代表的シグナル伝達タンパク質のチロ

シンキナーゼである Zap７０，および相互作用の場を提供す

る役割のアダプタータンパク質である SLP-７６の３種類に

注目した．それぞれの GFP-融合タンパク質を発現させた

T細胞について観察を行った．

抗原提示細胞を模した人工平面脂質二重膜に T細胞を

落とすと，接触直後から多数のマイクロクラスター（直径

１ミクロン以下）が接触面一面に形成されるのが見られた

（図３）５）．マイクロクラスターには TCRだけでなく，シグ

ナル伝達分子やアダプタータンパク質が含まれること，細

胞内カルシウム濃度が細胞接触直後のマイクロクラスター

形成と同時に上昇することから，マイクロクラスターが T

細胞の活性化初期過程に関与していることが示唆された．

T細胞は，接触面を拡げながら１～２分後に最大まで拡

がり，その後収縮した．細胞の収縮に伴い，マイクロクラ

スターは中心に向かって移動を始めた（図４）．移動の過

程でシグナル伝達分子，アダプタータンパク質はマイクロ

クラスターから解離し，約５～１０分後には，細胞中心で

TCRのみが集積した cSMAC（central-supramolecular activa-

tion cluster）という特徴的な免疫シナプス形成が観察され

た（図５）．cSMACでは，シグナル伝達分子が存在せず，

タンパク質のリン酸化も見られないが，T細胞辺縁では，

シグナル伝達分子を含む新たなマイクロクラスターが形成

され，リン酸化も行われていることから，cSMACが T細

胞活性化維持の役割を果たしていると示唆された．

４． T細胞活性化初期過程の時空間的制御

抗原ペプチドを加えない人工平面脂質二重膜では，T細

胞の接触面にマイクロクラスターが形成されない．このこ

とから，マイクロクラスターは，あらかじめ細胞内にでき

ているのではなく，抗原ペプチド-MHC複合体と相互作用

図３ 免疫細胞におけるシグナル伝達開始の可視化
刺激開始の瞬間（t＝０秒）からのリアルタイム観察分子イメージング．T細胞リセプター（CD３ζ）
が反応開始とともに集まり，分子集合体であるマイクロクラスターが形成される．従来の説と
は異なりマイクロクラスター形成が，シグナル開始に重要であることが分かった．バー，５µm．
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することにより初めて形成されると考えられる．その後，

速やかに Zap７０および SLP-７６がマイクロクラスターに集

められてくる．三者が共存する間は，リン酸化を介して活

性化が起きている．

マイクロクラスターが中心部へ移行するのに伴い，

Zap７０や SLP-７６が解離する（図５）．TCRは，マイクロク

ラスターを形成したまま中心部分に集積し，cSMACを形

成する．latrunculin-A添加によりマイクロクラスターの中

心部への移行が妨げられることから，アクチンの関与が示

唆されている８）．cSMACは，リン酸化反応が起きず，活性

化の場ではないと考えられる．その役割については，抗原

提示細胞と T細胞を安定に接着させておくためのアン

カーとして機能している，あるいは TCRを細胞内に取り

込んで再利用する場である，などが考えられる．

最近，免疫シナプス形成後の抗体染色の結果，後期エン

ドソームである多胞体（MVB：multivesicular body）に含

まれる脂質である lysobisphosphatidic acid（LBPA）が辺縁

部のマイクロクラスターには存在しないにも拘わらず，

cSMACに集積するという興味深い結果が報告された８）．こ

れは，cSMACが TCR分解に関与していることを示唆して

いる．TCRは分解されるべく中心部に集められるのかも

しれない．

５． マイクロクラスターの蛍光１分子定量解析

１分子蛍光強度との比較から，マイクロクラスターの蛍

光強度解析により分子数の定量を行った５）．細胞の接触直

後に形成されるマイクロクラスター，および cSMAC形成

後に周辺部で新たに形成されてくるマイクロクラスターは

５０～１００分子程度と計算された（図６）．また，中心近くに

移動し，融合した大きめのものでは２００～５００分子程度の

集合体であると分かった．なぜ１００分子程度の集合がシグ

ナル開始になるのか興味深い問題である．１分子イメージ

ングによる定量解析を進めることにより，解明できると考

えている．

６． T細胞補助刺激因子によるシグナル

T細胞の活性化では，今まで述べてきた TCRによる抗

原特異的なシグナルの他に，CD２８などの補助刺激因子が

関与する抗原特異性のないシグナルが同時に伝えられる．

このシグナルにより，増殖，分化，サイトカイン産生また

は免疫不応答といった T細胞の運命が左右されている．

補助刺激因子の TCRマイクロクラスターとの関わりを調

べるために，人工平面脂質二重膜に CD２８の抗原提示細胞

におけるリガンドである CD８０を追加して，クラスター形

成を観察した９）．接触直後，および周辺部分で新たに形成

されるマイクロクラスターでは，CD２８が共存するのが見

られた．TCRと共に細胞中央への移行が観察され，集積

が確認されたが，TCRの集積する cSMACに隣接し，取り

囲むような環状構造を形成した．さらにシグナル伝達分子

である PKCθが CD２８にリクルートされ，同様に集積し

た．cSMACにおける TCR集積と異なり，CD２８の環状ク

ラスターではリン酸化が行われ，活性化に関与していると

示唆される．

補助刺激因子は，マイクロクラスターでは，TCR，キ

ナーゼ，アダプターおよびシグナル伝達分子と共存し，活

性化開始の場を形成しているが，時間と共に，細胞中央部

の TCRとは異なる場所に集積し，活性化の維持に関与し

ていると考えられる．T細胞活性化において，TCRシグ

ナル，補助因子シグナルのどちらもが時間的空間的に制御

図４ マイクロクラスター移動の軌跡
細胞接着全面で形成されたマイクロクラスターは，やがて中央
に向けて移動し，集積して免疫シナプス構造を形成する．マイ
クロクラスターの軌跡は，周辺部から中央に向けて，ある程度
直線的だがゆらぎながら移動する．バー，５µm．

図５ マイクロクラスター形成の模式図
マイクロクラスターは最初に全面で形成される．数分後から中
央に集積し，免疫シナプス構造を形成する．TCRは中央に集積
するが，ZAP７０（チロシンキナーゼ）と SLP-７６（アダプター）
は途中でマイクロクラスターから解離する．免疫シナプスが形
成されると共に，マイクロクラスターは周辺だけで新たに形成
されるようになる．
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され，T細胞の免疫応答の調節が行われている９，１０）．

７． お わ り に

最近，薄層斜光照明法（HILO microscopy）を用いて，

細胞内部でも鮮明に１分子を可視化することが可能となっ

た１１）．細胞表面から核まで，シグナル伝達に伴う変化や分

子動態を，１分子レベルで直接観察できる．さらに，時

間・空間・分子種の関数として相互作用を定量可能であ

る．免疫細胞における刺激と応答，感度と選択性の分子機

構を，直接的に解明する新たな道が拓かれようとしている．
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図６ マイクロクラスター中に含まれる TCR分子の数
１分子像と，マイクロクラスター像との蛍光強度を比べることにより，マイクロクラスター中の
TCR分子数を評価した．１００秒後と１０分後の画像（上図）から計測した結果を表に示す．周辺
の小さなマイクロクラスターは約５０分子，中間体の中程度のマイクロクラスターは約１００―２００
分子，１００秒後の中心部の大きなマイクロクラスターは約２００―５００分子を含んでいた．分子数が
大きな偏差を示しているのは，マイクロクラスター同士が離合集散して大きく変化しているた
めである．
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