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長谷川 さなえ

月削ま長 い 間 ､ 血液脳 関門 の 存在な どの 理 由か ら ｢免 疫特権部位｣ と呼 ばれ ､

免疫系 の 監視機構か ら除外 された 部位だと考え られ て き た ｡ しか しなが ら近 年
､

脳梗 塞 ､ 脳炎 ､ ウイ ル ス 感染など脳 の 病態 時 にお い て は ､ 活性 化 した 白血 球が

脳 内に 浸潤す る こ とが報告 され て い る ｡ ま た ､ 脳 内 に常時存在す る ミ ク ロ グリ

ア は ､ 休止 状態 にお い て も脳 内を監視す る こ と が 示唆され ､ 病態時 に お い て は

活性 化 して 重要 な免疫機能を担う こ とが報告され て い る ｡ 免疫細胞は 標的細胞

と接着す る こ とに より 標的細胞 の 異常の 有無を監視 し､

一

連 の 免疫応答を行 う(〕

した が っ て 脳 に お い て も活性 化免疫細胞と ニ ュ
ー

ロ ン と の 間 に細胞 間接着 を伴

う免疫監視機構 が存在す る こ とが予想され る｡

テ レ ン セ フ ァ リ ン(T L C N) は I C A M フ ァ ミ リ ー に属 し ､ 終脳 の 特定 の ニ ュ
ー

ロ

ン の 樹状突起 に 選択的に 発現す る 細胞接着分子 で あり ､ 免疫細胞 上 に 発現 す る

L F A l l( α L β2 イ ン テ グリ ン) と結合 し得る ｡ こ の こ と か ら ､ 免疫細胞 と ニ ュ
ー

ロ

ン の 細胞 間接着構造が あるとすれ ば､ T L C N と L F A - 1 の 結合が 関与す る こ とが

考えられ る ｡

本研 究で は ､ 海馬 ニ ュ
ー

ロ ン と活性化免疫細胞( ナ チ ュ ラ ル キ ラ
ー

( N K) 細胞 ､

ミ ク ロ グリ ア) が接着構造を形成 し得る か ､ し得るとすれ ばそ の 接着構造に は

T L C N が関与す るか と い う問題 に対 し ､
i n vit r o

,
i n vi v o の 両方 の 実験系 を用 い て

解析 した ｡
ニ ュ

ー

ロ ン は広 大 な樹状突起 を持 ち ニ ュ
ー

ロ ン の 膜表面 の 大部分が

樹 状突起膜 で あ るた め
､

ニ ュ
ー

ロ ン の 樹状 突起と活性化免疫細胞 の 突起と の 接

着に着目 した ｡

本研 究で は以 下 の 点 を明 ら か に した｡

【L A K 細胞と海馬ニ ュ
ー

ロ ン の共培養美浜】



マ ウス 海馬 の 初代培養 ニ ュ
ー

ロ ン を 1 1 日 間培養 し､ I L - 2 で活性化 した N K 細

胞(L A K 細胞) を加 え数時 間共培養 した ｡
ニ ュ

ー ロ ン と L A K 細胞 の 接 着の 様 子 を

タイ ム ラ プ ス 顕微鏡法及 び免疫細胞 化学的手法を用 い て 解析 した ｡

非活性化 N K 細胞 は小 さく 丸 い 形態を示 し ､ 樹状突起と接触 を持た な い か
､

点状の 接触 を持 つ ( 図 1 A ) の に対 し ､ L A K 細 胞は ラメ リボデ ィ ア 状の 薄 い 突起

を多方 面 に伸ば し､ そ の 突起 を介 して 樹状突起 と広 く接触 した ( 図 1 B) ｡

タイ ム ラ プ ス 顕微鏡を用 い た観察に より ､ L A X 細胞 は細胞 の
一

部を樹状 突起

に接触 させ なが らラ メ リ ボデ ィ ア を伸縮 させ ､ 樹状 突起 の 方向 に活発 に移動す

る こ とが 示され た(図 2 A) 0 L A K 細胞 は移動 と 共 に樹状突起を引 っ 張 り変形 させ

る こ と か ら ､ 樹状突起 と強 い接着構造を形成す る こ とが 示唆され･た ( 図 2 B) o

2 .5 時間 の 共培養の 結果 ､
ニ ュ

ー

ロ ン の 樹 状突起 に ビ ー ズ状 の 構 造が 出現 し( 図

3) ､ また ､ 樹状突起 上 の 多数 の微細突起 は著 しく減少 した ( 図 4) ｡ これ ら の 形

態変化 は ､ L A K 細胞 が直接 ニ ュ
ー

ロ ン と接触 しない 系 ( ト ラ ン ス ウ ェ ル を介す

る系 ､ L A K 細胞 の 上 清の み を加 え る系) で も観察され た た め ､ L A K 細胞 か ら放

出され る可溶性因子 に よ り媒介され る こ とが推測 され た｡ グル タ ミ ン 酸受容体

の 阻害剤を加 える と L A K 細胞 の 上 清に よ る ビ ー ズ状構造 の 出現が 妨げ られ た こ

と か ら ､ L A K 細胞 が グ ル タ ミ ン 酸を放出 し､ ビ
ー ズ状構造を誘 導す る 可能性 が

考えられ た o L A K 細胞 の 上 晴に含まれ る グ ル タ ミ ン 酸 の濃度 を測定す る と ､ 非

活性 化 N K 細胞 の 上清に 比 べ 3 .5 倍 の 濃度 の グ ル タ ミ ン酸が含まれ て い た ｡

以 上 の 結果よ り L A K 細胞 は ､
ニ ュ

ー

ロ ン の 樹状突起 と強く接着 しうる こ と
､

樹状 突起と接触 しなが ら活発 に移動 す る こ と ､ グ ル タ ミ ン酸 を含む 可溶性 因子

を放 出 して ニ ュ
ー

ロ ン の 樹状突起 の 形態を変化 させ る こ とが明 らか に な っ た
｡

【海馬 へ のカイ ニ ン酸( K A )投与実験】

脳定位装置を用 い て微量 の K A を マ ウ ス 海馬 に局所投与 し､
一 部 の ニ ュ

ー

ロ

ン の 損 傷と ミ ク ロ グリ ア の活性 化を引き起 こ した｡ ミク ロ グリ ア の 活 性化 状態

の 変化や C A l ニ ュ
ー

ロ ン と 活性 化 ミ ク ロ グリ ア の 接触 の 有無 に つ い て ､ 免疫組

織化学的手法 を用 い て 解析 した ｡ こ の 実験 で は 野生型 の マ ウ ス と T L C N 欠損 マ

ウス の 両方 を用 い て行 い結果を比較 した｡

K A 投与後の C A l ニ ュ
ー

ロ ン の 細胞死 ､ 活性化 ミク ロ グリア の 空間分布 ､ c A l

放線状層にお ける ミ ク ロ グリア の 形態に つ い て経時変化を調 べ た ｡ K A 投与 1 日

後 か ら ニ ュ
ー

ロ ン の 細胞 死 と ミク ロ グリア の 劇的な形態変化 が起 こ り ､ 3 日後か

ら 5 日後 に は C A l 放線状層 に ､
コ ン トロ

ー ル 時と比 べ て 有意に 多数の 活性 化ミ

ク ロ グリ アが 出現 した｡

K A 投与 を行 わな い コ ン ト ロ
ー ル マ ウ ス に お い て ､ 休 止状態 の ミク ロ グリア は

さま ざまな方向に 突起を伸ば した ｡ 蛍光色素を細胞 内投与 し微細構造 を染め 出



した C A l ニ ュ
ー

ロ ン の 尖樹状突起 は
､

ミ ク ロ グリア の 細い 突起 と低密度に接触

した ( 図 5 A B C) ｡ K A 投与後 3 日 目 の 時点 で 活性化 ミ ク ロ グリ ア は多く の 太 く短

い 突起 を細胞体か ら突出させ ､ そ の 先端 を尖樹状突起に 向か っ て 伸ば した ｡ C A l

ニ ュ
ー

ロ ン の 尖樹状突起 は ､ 活性 化 ミ ク ロ グリア の 分岐 した 突起と高密度 に接

触 した( 図 5 D E F) ｡

尖樹状突起 と ミク ロ グリ ア の 突起 の 接触 を ､ 共 焦点蛍 光顕微鏡を用 い て 三次

元的に解析 した ｡ K A 投与 マ ウス にお い て 1 0 0 p m あた り の 尖樹状突起 上 の 接触

数は ､
コ ン トロ

ー ル マ ウ ス に お け る接触数 よ り 有意に増加す る こ とが確認 され

た ( 図 6 A ) ｡ また ､ K A 投与 マ ウス 中 の
一 部の 活性化 ミ ク ロ グリ ア は

､

コ ン ト ロ

ー

ル マ ウ ス で は 見 られ な い よ うな長 い ( 2 .5 トI m 以 上 の) 接触 を持 っ た ( 図 6 B) {〕

T L C N 欠損 マ ウス を用 い て 海馬 に K A を投与 し､ 海 馬 ニ ュ
ー

ロ ン とミ ク ロ グリ

ア の 接触 を解析 した ｡ 野生型 マ ウ ス 同様 ､ 活性 化 ミ ク ロ グリ ア は 多数 の短 い 突

起 を尖樹 状突起 に 向か っ て 伸ば した ｡ また ､ 尖樹状 突起 は活性 化 ミ ク ロ グリ ア

の 突起と多く の 接触を持 ち ､ そ の密度は K A 投与 マ ウス の 方 が コ ン ト ロ
ー

ル マ

ウ ス に比 べ 有意に高か っ た ( 図 6 C) ｡ さらに ､ 活性化 ミ ク ロ グリア に お い て は長

い (2 .5 一皿 以上 の) 接触 を持 つ も の が現れ た( 図 6 D) 0

以上 の 結果 か ら ､ 野生型 マ ウ ス
､

T L C N 欠損 マ ウ ス の い ず れ にお い て も K A 投

与 に より ミク ロ グリア は活性 化 して 放線状層 に集積 し､ C A l ニ ュ
ー

ロ ン の 尖樹

状突起 と ミク ロ グリア と の 接触は 有意に増加す る こ とが 示 され た ｡ T L C N 非存在

下で もミク ロ グリア の 活性化や尖樹状突起と の 接触が 起 こ る こ とか ら ､ T L C N と

L F A - 1 の 結合が 上 記以外 の 機能 を持 つ こ と が示唆され る ｡ T L C N に 関す る こ れま

で の 知識 に よ り ､ 神 経損傷後 の 樹状突起や ス パ イ ン の 再構築 の 過程 に ､ こ れか

ら の T L C N 研究 の 焦点 をあて る べ き だと考えられ る ｡

本研 究に より ､ ( 1) 活性化免 疫細胞 と海馬 ニ ュ
ー

ロ ン の 樹 状突起と の 間に 直接

的な接触 が起 こ る こ と ､ ( 2) そ の 接触数や 個々 の接触 面積は休 止 状態の 免疫細胞

に 比 べ て 増加す る こ と が 明 らか に な っ た ｡
ニ ュ

ー

ロ ン は非 常に 広域に 枝分かれ

した樹 状突起 を持 っ た め ､ 樹 状突起 の 部分 ごと に 生理的ま た病的状態が 異な る

と予想 され る ｡ 活 性化免疫細胞は樹状突起 を部分 ごと に監視 しそ の 部分 に適切

な応答をす る必要 が ある た め ､ よ り狭 い 範囲の 樹状突起 と多数 の 接触部位 を つ

く る の で は な い か ｡ そ の 各々 の 接触部位 か ら ニ ュ
ー

ロ ン の 状態 に関す る局所的

な情報をよ り詳細に得 るた め ､ 接触 面積が拡大す る の で は な い か と 予想され る ｡



Bg)1 A 二 N K 細胞は小さ く丸 い形 態で 樹状突起と点状に 捷七 した ｡

囲1 B : L A K 細胞は ラメ リボデ ィ ア状の 突起 を介 して 樹状突起と

広く接触 した
｡
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図2 A : L A K 細胞が海馬ニ ュ
ー ロ ンの 樹状突起に 沿 っ て 移動 した｡

図2 B : L A K 細胞が移h に 伴い海 馬ニ ュ
ー

ロ ンの 樹状突起を引 っ弓A リ 変形さ せ た
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図3 : 2. 5 時rn の 共培暮の 結果海馬 ニ ュI E) ンの 楯状突起に ど- ズ状の

柵造が出現 したo
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でも観察された
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5 時間の 共培* の 籍果 ､ 海 馬 ニ ュ

ー

ロ ン の 噂状突起上 の 微細突起は

寺 しく漉少 したo
こ の 現* はL A K 細胞が ニ ュ

ー

ロ ン に 直接接触 しない 系でも

観辞されたc
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国5 A B C : 野生型の コ ン トロ
ー ル マ ウス に おい て ､ C A l ニ ュ ー ロ ンの 尖樹状 突起 はミク ロ グI) ア の 細い 突起と低密度 に接触 した

｡

園5 D E F : K A 投与3 日後の野生型マ ウス に おい て
､

C A l ニ ュ ーロ ン の 尖樹状突起は活性化 ミク ロ グリア の 太く短 い突起と より高密度に 接触 しf = ｡
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図6 A : 野生型の K A 投与マ ウス は ､ 野生型の コ ン ト ロ ー ル マ ウス に 比べ C A l 尖樹状突起と ミク ロ グリア の 接触が高密度 に起 こ っ た ｡

図6 B : 野生型の K A 投与マ ウス に おい て ､ 長 い (2.5 p m 以上 の) 接触を持つ ミク ロ グリ アが現れ1 = o

園6 C ‥ T L C N 欠損マ ウス に おい ても ,
K A 投与マ ウス はK A 投与を して いない マ ウス に 比べ

.
C A l 尖樹状突起とミ クロ グリ ア の 接触が 高密度に 起 こ っ た

囲6 D = T L C N 欠損マ
r) スに お いて も .

K A 投与マ ウス に は長 い (2,5 fl m 以上の) 接触 を持つ ミ ク ロ グリ ア が現れ た ｡.
育 て コ ン ト ロ

ー

ル . 赤 : K A 投与3 日El




