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緒緒  言言  

 
現代社会において、ストレスをマネジメントし、ストレス緩和策を確立することは我が国の喫緊の課題である。

その一方で、「ストレス」と表現される負荷の定義は非常に不明瞭であることに加え、近年ではストレスには、

人々にネガティブな影響を与えるストレス（ディストレス：Distress）とポジティブな影響を与えるストレス（ユ

ーストレス：Eustress）が存在することが明らかになってきている［1］。実際にユーストレス環境で飼育された

マウスでは腫瘍成長や炎症反応の抑制が報告されている。これらのデータは、これまで漠然とストレス（負荷）

と捉えられていた身体的刺激および社会的刺激が、その程度や、時期、外部環境などによってユーストレスにも

ディストレスにもなり得ることを示しており、バイオマーカーなどに基づいたストレスの切り分けや分類の必要

性を強調するものである。しかしながら、上述したようにストレスの複雑性などから科学的根拠に基づく効果的

なストレスマネジメントが確立されていないのが現状である。 
一方で近年の研究から、物理的ストレスのバイオマーカーとして考えられていた DNA 損傷が、ストレスの種

類によって異なる生体反応を高感度に評価することができるストレスバイオマーカーであることが明らかになっ

てきた［2］。そこで、本研究ではストレスモデル動物や培養細胞モデルを用いて様々なストレスマーカーレベル

と DNA 損傷レベルを直接的に結びつけ、良いストレスと悪いストレスを切り分けるためのストレスバイオマー

カーパネルを確立することを目指した。 
 

方方  法法  

 
11．．慢慢性性社社会会的的敗敗北北スストトレレススモモデデルルのの作作製製おおよよびび行行動動解解析析  

BALB/c（オス、7 週齢）を導入後、9 日間、個別飼育したのちにコントロール群、ストレス群の二群に分けた。

ストレス群は ICR（オス）と同居させることで 10 日間の慢性社会的敗北ストレス（sMSDS）に暴露し、ストレ

ス期間後、11 日目に社会行動試験（Social Interaction：SI 試験）を行った。15 日目に 3 時間の絶食期間を設け

たのち、血液、胸腺、肺、肝臓、腎臓、脾臓、脳などのサンプリングを行った。末梢血サンプルは採取直後に 4％
パラホルムアルデヒドにて固定処理をしたのちに、グリセロールを添加し冷凍保存した。腸内細菌解析およびメ

タボローム解析のためにストレス前日、ストレス 5 日目、サンプリング時に糞便を採取した。 
 

22．．ユユーースストトレレススママウウススモモデデルルのの作作製製おおよよびび解解析析  
C57BL/6J（オス、3 週齢）を導入後、標準環境飼育（Standard Environment：SE）群、エンリッチメント環

境（Enriched Environment：EE）群の二群に分けた。SE 飼育あるいは EE 飼育を 2 週間行った後、目的指向

行動や活動量、社会性、記憶、不安様行動、うつ様行動を評価する行動試験を実施した。行動試験の翌日に、血

液、胸腺、肺、肝臓、腎臓、脾臓、脳などのサンプリングを行った。末梢血サンプルは採取直後に 4％パラホル

ムアルデヒドにて固定処理をしたのちに、グリセロールを添加し冷凍保存した。 
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33．．デディィスストトレレスス・・ユユーースストトレレススママウウスス生生体体内内のの DDNNAA 損損傷傷評評価価  
上記実験 1、2 で採取したマウス由来血液サンプルを用いて DNA 損傷レベルの評価を行った。血液サンプルを

十分に PBS で洗浄したのちに、スライドガラスに塗布し、DNA 二本鎖切断マーカーであるリン酸化 H2AX    
（γ-H2AX）に対する免疫蛍光染色を行った。 

 
44．．細細胞胞内内 DDNNAA 損損傷傷変変化化ののタタイイムムララププスス観観察察系系のの確確立立  
細胞の運動や密集状態、それに伴う細胞核の形態変化と DNA 損傷修復タンパク質の挙動を同時観察できる実

験系を確立した。DNA 損傷修復タンパク質の可視化には蛍光色素タンパク質である mCherry 融合型の 53BP1
を安定発現する培養細胞 BJ1-hTERT を用いた。電動 XYZ ステージ（ProScan、Prior）を組み込んだ倒立型蛍

光顕微鏡（IX71、オリンパス）に小型 CO２インキュベータを設置し、細胞の明視野画像と蛍光画像を長時間連続

撮影できるようにした。確立した実験系を用いて、細胞の増殖に伴う細胞核の形態変化と mCherry-53BP1 の局

在変化について 10 分間隔で約 66 時間撮影した。 
 

55．．密密集集細細胞胞組組織織へへのの圧圧縮縮刺刺激激負負荷荷系系のの確確立立  
皮膚などに対する機械的圧縮や、皮下腫瘍形成に伴う腫瘍周辺細胞の局所的な圧縮などを想定した in vitro で

の圧縮実験モデルを検討した。具体的には、細胞表面への圧子として直径 1 mm のガラスビーズを適用し、ガラ

スビーズを格子状に並べて固定した圧縮治具を作製した。圧縮治具をガラスボトムディッシュ上で培養して密集

化させた BJ1-hTERT 細胞の上にセットし、圧縮刺激を 30 分負荷した（Compression 群）。なお今回は、圧子直

下の細胞は部分的な細胞破壊･剥離が発生したために、1 mm 程度周辺の接着細胞を Compression 群とした。ま

た、比較として無負荷の細胞を Control 群とした。 
 

結結果果おおよよびび考考察察  

  

11．．ssMMSSDDSS のの作作製製おおよよびび行行動動解解析析  
sMSDS モデル作製において、10 日間のストレス期間後、11 日目に社会行動試験（SI 試験）を行った結果、

先行研究同様に対照群と比較して ICR への社会行動が抑制されていた。 
 

22．．ユユーースストトレレススママウウススモモデデルルのの作作製製おおよよびび解解析析  
目的指向行動である巣作り行動試験において、EE 群は SE 群と比べてネストスコアの個体差が観察された。

社会的ストレスは巣作り行動を遅延させることが知られているが［3］、EE 群で個体差が強く見られた本結果は、

EE 群の中でも、社会的ストレスへの感受性の違いを反映していることを示唆しており、今後より詳細な解析が

必要であると考える。またオープンフィールド試験の結果、EE マウス群では移動距離が増加するなど不安様行

動の低減が認められた。このことは、先行研究同様にユーストレス環境による生体影響を評価することのできる

EE 飼育環境を確立できていることを示している［4］。今後、採取した生体サンプルに対するバイオマーカー評

価を行い、個体の社会行動スコアとの相関性を明確にする。 
 

33．．デディィスストトレレスス・・ユユーースストトレレススモモデデルルママウウスス生生体体内内のの DDNNAA 損損傷傷評評価価  
sMSDS群のマウス個体から採取したリンパ球のγ-H2AXレベルを検討したところ、1細胞あたり0.049±0.02

個のγ-H2AX レベルが検出された（図 1）。ほとんどのリンパ球では DNA 損傷を示すγ-H2AX のフォーカスが

認められない一方で、比較的高レベルの DNA 損傷を有する細胞が認められていることから、今後は DNA 損傷

を有している細胞のみで DNA 損傷レベルの比較を行う必要があると考える。 
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図 1．慢性社会的敗北マウス由来リンパ球における DNA 損傷の検出 
マウス由来リンパ球に対する DNA 二本鎖切断マーカーγ-H2AX 染色の代表的蛍光

顕微鏡画像。DNA を propidium Iodide（赤）、γ-H2AX をAlexa488（緑）にて標識

している。Scale bar＝10μm。 
 

44．．細細胞胞内内 DDNNAA 損損傷傷変変化化ののタタイイムムララププスス観観察察系系のの確確立立  
mCherry-53BP1 の蛍光輝度と核の形態変化を調べた結果、細胞が密集状態で動き回る様子が確認できた。特

に、細胞同士の間に別の細胞が無理矢理進入して移動する時には、核の面積は次第に減少し、急激に細長い形に

変化しながら、mCherry-53BP1 の蛍光輝度が上昇する傾向が認められた（図 2）。このことは、細胞同士の運動

による圧縮効果によって核内空間が大きく変化し、それに伴い DNA 損傷や修復に関わるタンパク質の密度・局

在が大きく変化する可能性を示している［5］。 
 

 
図2．核内におけるmCherry-53BP1の輝度（核内密度）と核の形態変化との関連 

タイムラプス画像から解析した RFP-53BP1 の核内密度変化と細胞核形態の変化と

の関係性。核の面積減少と連動して 53BP1 の核内密度が上昇し、特に核が著しく細

長くなるときに、ほぼピークを迎える傾向が見られている。 
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55．．密密集集細細胞胞組組織織へへのの圧圧縮縮刺刺激激負負荷荷系系のの確確立立  
Control 群細胞では、発達したアクチン細胞骨格が見られて核が滑らかな形態であり、mCherry -53PB1 の輝

度は低かった。一方 Compression 群では、圧子に直接的に触れていない周辺の細胞でもアクチンの脱重合が生じ

ており、核の表面が局所的に凹み、mCherry-53PB1 の輝度が著しく高くなる細胞も一部に見られた（図 3）。こ

れらの結果は、密集した細胞組織のある部分に対する機械的ストレスによって、周辺細胞の核にも局所的な変形

を与え、核内 DNA に損傷を誘導するといった力学的ストレスのバイスタンダー効果を示唆している。今後は上

記実験 4 のタイムラプス観察系と組み合わせて、圧縮ストレス負荷での細胞挙動および核内シグナルの変化を捉

えていく。 

 

図3．密集細胞集団への圧縮刺激負荷実験とDNA損傷の評価 
代表的な共焦点蛍光顕微鏡画像。左から核内DNA、mCherry-53BP1、アクチン細胞

骨を示す。Scale bars＝10μm。 
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