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研究成果の概要： 
薄層斜光照明法により、高いシグナル／ノイズ比の鮮明な細胞内の蛍光 1 分子像を取得した。

3 次元イメージングおよび定量解析法開発によりシグナル分子の細胞内定量解析を可能にした。

人工脂質二重膜上の副刺激受容体マイクロクラスターの解析により、T 細胞受容体と同様補助

因子シグナルも同様に局在するが、時間経過とともに分離し、T 細胞活性化に作用しているこ

とを明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 
 T 細胞などの免疫細胞では、特異的抗原刺激
により抗原提示細胞との接触面で,免疫シナ
プスと呼ばれる特徴的な構造を形成する。こ
れは、受容体などのシグナル伝達分子、接着
分子が細胞接着間の中心部に集積したもの
である。この免疫シナプスが、免疫細胞の活
性化初期過程で必須であると言われてきた。
我々は、抗原提示細胞由来の MHC-抗原複合体、
接着分子を人工脂質二重膜に埋め込むこと
で、細胞の接触面でのイベントをガラス表面
で再現した。蛍光ラベルシグナル分子を発現
した T細胞を脂質二重膜に落とし、蛍光分子
の動態を,細胞接触開始(タイムゼロ)から観
察することを可能にした。これにより、数十
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図１．免疫細胞表面におけるシグナル伝達。



 

 

分子からの T 細胞受容体、キナーゼ、アダプ
ターが共局在するマイクロクラスターが初
期に形成され,接触面の中央に移動していく
様子を観察することができた。マイクロクラ
スターが、周辺部分で新しく形成され続ける
こと,シグナルタンパク質のリン酸化が行わ
れていること確認した。接触後数分で中央に
形成される T 細胞受容体の集積では,シグナ
ルタンパク質のリン酸化が行われないこと
から,免疫細胞活性化の初期過程において,
免疫シナプスの形成ではなく,マイクロクラ
スターが重要な役割を果たしていることを
明らかにすることができた（Yokosuka, 
Sakata-Sogawa et al., Nature Immunology, 
2005）. 
 
２．研究の目的 
 T 細胞以外の免疫細胞である NK 細胞、B
細胞においても、免疫シナプスが形成される
ことが分かっている。これらの細胞でもマイ
クロクラスターにおける活性化が示唆され
ている。免疫細胞は、刺激の種類、強さ、時
間により、活性化・不活化・細胞死など異な
る変化を示すことが知られているが、詳しい
機構は明らかでない。我々のこれまでの研究
により、T 細胞活性化の開始と維持がマイク
ロクラスターにより時間空間的に制御され
ていることが分かってきた。マイクロクラス
ター構成シグナルタンパク質の詳細な解析
により、刺激の種類、強さ、長さが細胞にど
のように認識され、伝えられているかを解明
することが可能であると考える。 

さらに、全反射照明法による細胞膜表面の
解析だけでなく、細胞内部観察用の薄層斜光
照明法により、シグナル伝達分子、転写因子
の細胞内でのシグナル応答の観察を目的と

する。 
 

３．研究の方法 
 T 細胞と抗原提示細胞の接触面の様子は,
コンフォーカル顕微鏡の断面像でも観察で
きるが,接触面でのタンパク質相互作用をリ
アルタイムで詳細に観察することはできな
い。我々は、カバーガラス上に脂質二重膜を

形成し、抗原提示細胞由来の MHC-抗原ペプ
チド複合体および接着分子の GPI アンカー
型キメラタンパク質を埋め込んだ。GFP 融合
タンパク質として蛍光ラベルシグナル分子
を発現したT細胞をこの脂質二重膜に落とす
ことで、接触開始直後からの蛍光タンパク質
の動態を観察、解析することができる。 
 研究分担者である徳永が考案・構築した蛍
光 1 分子顕微鏡システムは、コンフォーカル
とは異なり,レーザー光を集光させないこと
から、弱い蛍光の観察に,特に威力を発揮する。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
蛍光 1 分子イメージングでは、高感度化を 
 
 

図２．Ｔ細胞の抗原特異的刺激による

マイクロクラスターの形成と細胞中

心への動き。 

図３．ガラス上の脂質二重膜を用いた細胞接

触面の全反射照明観察。 

 
図４． 励起用レーザー光入射位置シフトによる照

明方法の切り換え 



 

 

図５． 細胞核の核膜孔の 3 次元画像 (スケール

バーは 5 ミクロン) 

試料の照明を局所的に制限する工夫により,
低背景光が可能である。本研究では、細胞表
面観察用には全反射照明法(TIR)、細胞内部
用には、薄層斜光照明法(HILO)を用いる。
PC コントロールにより、照明法の切り換え
が簡単に行えるのが大きな特徴である。 
 
４．研究成果 
(1) 薄層斜光照明法による細胞核内の 3次元
イメージング定量解析（Nature Methods, 
2008） 薄層斜光照明法では、細胞の厚みよ
りも薄い約７ミクロンの幅で、細胞内部だけ
を薄層状に照明する。これにより通常用いら
れる落射照明法に比べて約 7倍のシグナル／
ノイズ比が得られることを明らかにした。顕
微鏡のステージ PC 制御によりフォーカスコ
ントロールと合わせることで、3 次元イメー
ジングを可能にした。このシステムにより、
核膜輸送タンパク質 importinβと GFP の融
合タンパク質の 3次元イメージングを行った。
数十分子程度の GFP-importinβが結合した
核膜孔の 3 次元画像を得ることができた。さ

らに、GFP-importinβの 1 分子イメージン
グ解析により、GFP-importinβの核膜孔滞
在時間、結合定数などの定量解析を行った。
細胞内の蛍光 1分子イメージングにより定量
解析できることを示すことができた。また、
未発表データであるが、生きた細胞の核内で,
転写因子の 1分子イメージングにより滞在時
間の定量解析も行うことができた。これらの
解析方法の開発により、細胞内シグナル分子
の定量解析を可能にした。 
 
(2) T 細胞補助刺激受容体マイクロクラスタ

ーの動態解明（Immunity, 2008） T 細胞活性
化に不可欠な補助刺激受容体である CD28 を
加えた人工脂質二重膜によるマイクロクラ
スターの観察を行ったところ、初期には T細
胞受容体と同じマイクロクラスターに局在
し、リン酸化酵素を呼び寄せることで活性化
をポジティブに制御することを見いだした。
さらに刺激後 10 分程度経過し、細胞中央分
に集積すると、T 細胞受容体から分離し、そ
の周囲に輪状にとどまって T細胞の活性化を
維持していることが分かった。 
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