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Abstract
The skin, being the organ that covers the body surface and interfaces with the external environment, is constantly ex-

posed to various external stimuli such as pathogens, chemicals, and ultraviolet radiation. In order to counteract these, the 
skin forms a robust barrier structure and houses complex mini-organs such as hair follicles and sweat glands. Additionally, 
various immune cells like T cells and dendritic cells migrate within the skin, orchestrating diverse immune responses. The 
ability to observe these processes three-dimensionally and over time, known as “in vivo imaging,” becomes a powerful tool 
in dermatological research. In this article, we outline fundamental research and insights obtained from observing mouse skin 
using two-photon excitation microscopy. Furthermore, in the latter part, we discuss the current status and prospects of in vivo 
imaging of human skin.
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1. 二光子励起顕微鏡による皮膚のイメージング

皮膚は体表面に存在することから観察が容易であり，
イメージング研究とは相性が良い。従来の蛍光顕微鏡や
共焦点レーザー顕微鏡でも生体イメージングは可能で
あったが，2000年代の二光子励起顕微鏡の登場によっ
て，生体イメージングはより容易で身近なものとなっ
た。二光子励起顕微鏡はその名の通り2つの光子を同時
に検体に照射することで励起を行う顕微鏡である。従来
の蛍光顕微鏡の二倍の長波長レーザー（800–1000 nm）
を用いて蛍光を励起するため，深部到達性に優れる。皮
膚であれば表面からおよそ300–400 µm，透過性の良い
組織であれば1 mm程度の深部までクリアな像が得られ
る。また，レーザーをパルス状に発振させ瞬間的（フェ
ムト秒）に光子密度の高い領域を作りだすため，対物レ
ンズの焦点部のみで励起が生じるという特徴がある。こ
のため，光路全体で励起が生じる従来の蛍光顕微鏡に較
べ試料の退色が少なく，また熱による組織傷害も極めて
少ない。この“光毒性が低い”という特長は，蛍光分子
数の少ない小さな対象を観察する際や，生体試料を長時
間撮影するような場合には特に大きな利点となる。従
来，皮膚の微細構造を細胞レベルで観察するためには，

まず①皮膚を採取し，②固定し，③薄切し，④染色する
といったステップが必要であるが，これは皮膚の「ある
時点」の「ある一スライス」を切り取って行う静的な観
察である。生体イメージングにより，皮膚内の3次元構
造を動的に追うこと（タイムラプス撮影）が可能となる。
これは，ダイナミックな免疫応答を観察する際に特に大
きな力を発揮する。

1–1. 皮内構造の生体イメージング
皮膚は表皮，真皮，皮下組織からなり，表皮は重層扁
平上皮と呼ばれ細胞が密に接着した構造をとる。主に角
化細胞（ケラチノサイト）で構成されるが，ランゲルハ
ンス細胞や T細胞といった免疫細胞も少数ながら分布
する。ここでは我々が二光子励起顕微鏡を用いて観察し
た皮内構造物を供覧する 1）。

Fig. 1Aでは，角化細胞とランゲルハンス細胞が可視
化されている。角化細胞は蛍光標識されたレクチンで可
視化されており，ランゲルハンス細胞の標識には遺伝子
改変マウス（Langerin-GFP）を用いている。海綿状，あ
るいは蜂巣状に配置する角化細胞の間にランゲルハンス
細胞（*）が押しつぶされるように分布している様子が観
察される。T細胞であれ好中球であれ表皮内に入り込ん
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