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研究成果の概要（和文）：免疫応答の根幹を担うリンパ節の時空間的な細胞間相互作用を明らかにするために、
マウスのリンパ節から組織スライスを作成し、微小組織領域の細胞集団を効率的に回収する方法を探った。その
結果、組織スライスの上下を樹脂薄層フィルムで覆い、実体顕微鏡下において微小生検トレパンを用いて円形に
打ち抜くことにより、安定して微小領域の組織片を回収する手法を確立した。また、微小組織片をコラゲーナー
ゼおよびDNアーゼにより消化し、細胞を単離することに成功したほか、細胞を蛍光抗体染色した後にフローサイ
トメトリー解析を行い、組織領域によって予想どおりの免疫細胞サブセットの比率となっていることを確認し
た。

研究成果の概要（英文）：In order to clarify the spatiotemporal cell-cell interactions in lymph 
nodes, which play a fundamental role in immune responses, we prepared tissue slices from mouse lymph
 nodes and explored an efficient method to collect cell populations in microscopic areas. We 
established a method to collect small tissue fragments by covering the top and bottom of the tissue 
slices with a thin layer of resin film and punching them out in a circular shape using a microbiopsy
 trepan under a stereomicroscope. The microtissue fragments were digested with collagenase and 
DNase, and cells were successfully isolated. Flow cytometric analysis of the cells after staining 
with fluorescent antibodies confirmed that the ratio of immune cell subsets was as expected in 
different tissue regions.

研究分野： 免疫学

キーワード： 細胞単離　ストローマ細胞　組織スライス　生体イメージング　免疫細胞　リンパ節

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、臓器の微細構造に関する理解は進んできているが、多くは固定した薄切標本を用いた観察や、観察可能な
範囲に限定した一部の生体観察に基づく。一方、構造の空間的な位置情報を保ったまま生きた細胞を回収するこ
とは未だ容易ではない。また、免疫細胞の移動や分子過程が明らかになる一方、臓器ごとに免疫系の性質や挙動
は大きく異なり、組織の場や局所環境を理解することが重要である。特にリンパ器官の動的・変動的な性状はそ
れを阻んでいる。本研究で確立された手法は、ダイナミックな臓器の生理的機能の解析とともに、幅広い臓器に
も適応可能で、構造や機能、疾患に伴う病理的な組織変容を明らかにするための有用な方法となる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
胸腺・リンパ節・脾臓などのリンパ器官は、リンパ球を中心とした多様な免疫細胞が高密度で

集積し、細胞分化や免疫応答の誘導、免疫記憶・自己寛容形成など、免疫システムの根幹を支え
る臓器群である。他の臓器とは大きく異なり、リンパ器官では膨大な数の免疫血球系細胞が組織
内で常時活発に移動し、一か所に留まることは稀である。また、分化や活性化など様々な局面で
個々の細胞は移動しながら他の細胞に次々と接触し、複雑な多細胞間相互作用が進行する。した
がって、リンパ器官は自立的な細胞移動による組織変動が最も激しい臓器であるといえる。言い
換えればこれは、細胞の挙動を時空間的に統制する必要性が高いことを意味するが、その動的な
性状ゆえにリンパ器官の生理機能に関する詳細かつ包括的な理解はこれまで困難であった。リ
ンパ器官の動的組織像は近年進歩した生体ライブイメージングによる成果である。しかし、現在
の技術では比較的狭い視野空間内に存在する可視化された細胞のみを観察するにとどまり、広
域で進行する現象の全体像を把握することはできない。また、イメージングで評価可能なパラメ
ータは標的細胞の数や分布、形態と動態、わずかな機能的指標に限られ、各細胞がもつ分子的実
態を網羅的に調べることは不可能である。 
 一方、リンパ器官は単にリンパ球が雑然と詰まった臓器ではなく、分化段階や種類の異なる細
胞が局在する複数の領域（亜区画）からなり、同じ区画内でも移動する個々の細胞の状態は多種
多様で、極めて流動的であると考えられる。また、区画ごとに性質の異なる非血球系間質細胞が
独特の微小環境を形成し、免疫細胞の活動を多面的に支持している。さらに、感染やアレルギー
疾患、癌転移などにより免疫応答が誘導されるとリンパ器官の組織構造は劇的に再編され細胞
の分布や状態は大きく変化する。このような活動性の高い混沌とした組織状態に関する情報は
少なく、これまで効果的な解析方法もなかった。近年、様々な臓器の１細胞解析が盛んに行われ、
ある細胞種の多様性や予想外のサブセットの発見が続いている。しかし、現行の問題点は細胞を
単離する過程でその位置情報が失われてしまうことにある。特に複雑な細胞構成と流動的なリ
ンパ器官では大きな情報の損失であり、組織の微小領域ごとの違いを把握することは困難であ
る。免疫系の動態を包括的に理解するためには、位置情報を保ったまま個々の細胞状態を網羅的
に検出する技術的な飛躍が不可欠である。 

 
２．研究の目的 
本研究では、リンパ器官の組織スライスを用いて、ライブイメージングとブレードアレイによる
極小組織細断／微量ニードル自動吸引法を組み合わせ、組織の微小部位から生細胞を連続的に
回収した「組織微小領域アレイ」に対して、１細胞解析もしくは少数細胞解析を適用する。これ
により、細胞レベルの情報と広域位置情報の取得を両立した網羅的解析システムの構築を試み
る。この方法は、免疫系の組織動態・微小構造に関する詳細な理解のみならず様々な臓器システ
ムにも適応可能であり、生体組織解析に大きな革新をもたらすと考えられる。 
 
３．研究の方法 
特定の免疫細胞や間質細胞が蛍光タンパク質を発現するレポーターマウスからリンパ器官を

採取し、未固定のままアガロースゲルに包埋、振動ミクロトームを用いて 200-300µm厚の組織ス
ライスを作成する。混合ガス（95%02,5%CO2）飽和培地による還流もしくは静止培養系に組織スラ
イスを置き、多光子励起レーザー顕微鏡もしくは通常の蛍光顕微鏡を用いて組織構造の把握、細
胞分布・動態などを観察する。50-100µm 四方で格子状に刃を配置したブレードアレイを組織ス
ライスに押し込むことにより極小領域細断を行い、微量ニードル吸引法により生細胞集団を連
続的に自動回収するシステムを構築する。間質細胞など強付着性細胞の単離・回収には、組織細
断後にプロテアーゼ処理を施す。回収した細胞集団を１細胞単離し、全 RNA の cDNA 化・増幅の
後、Dynamic Array システムを用いた任意遺伝子セットの網羅的発現解析を行う。もしくは、ラ
イブラリー作成後に次世代高速シーケンシングによる RNAseq 解析を目指す。 
 
４．研究成果 
本研究を開始後まもなく、リンパ節の組織が予想以上に柔軟な線維成分を基盤とするために

伸展性に富んでおり（線維成分により構成される細網構造がゴムのような弾力性を有するため）、
ブレードアレイを含むカミソリ刃などを用いた組織スライス上部からの単純な加圧切断が極め
て困難であることが判明した。そのため、当初想定していた微小領域片や細胞集団の回収が難航
し、様々な技術的工夫や試行錯誤による検討を要することとなった。一方、コロナ禍の影響で、
共同研究による技術開発の検討が予定どおりに進まず、研究のさらなる遅れを余儀なくされた。 
試行錯誤の末、リンパ節の組織スライスを上下から柔軟な樹脂の薄層フィルムで挟み込み、実

体顕微鏡下において組織形状を確認しながら、目的の微小領域に対して微小生検トレパンを用
いて円形に打ち抜くことにより、特定の組織領域を主体とする微小組織片を安定的に回収する
手法を確立した（図１）。 
 



この微小組織片をコラゲーナーゼおよび DN アーゼにより消化することにより、十分な数の生
細胞を単離することにも成功した。回収した細胞を各種蛍光標識抗体により染色した後にフロ
ーサイトメトリー解析を行い、組織領域ごとに予想される免疫細胞の局在を反映した細胞サブ
セットの比率になっていることを確認した（図２）。具体的には、濾胞領域を主体とした組織片
では B細胞の増加と T細胞の減少が認められ、T細胞領域および髄質を含む部位を主体とした組
織片では、逆に T細胞の増加と B細胞の減少が確認された（図３）。また、これらの組織片を用
いた網羅的な伝子発現解析を行うことが可能となった。 
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図２ 組織領域片から回収した細胞のフローサイトメトリー解析
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図３ 組織領域片中のT細胞およびB細胞の比率
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Rapid response to lymph-borne antigen accumulated in the lymph node medulla.
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Involvement of stromal cells in promoting lymph node metastasis of cancer cells.


