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第１章  緒言  

 

第１節  膵臓癌  

がん患者の数は，人口増加と高齢化により大幅に増加している (1)．

膵臓癌は発生率が上昇しており，世界で 14 番目に多いがんであり，

7 番目に多いがん関連死の原因である．  

膵臓癌のほとんどの症例は，進行した段階で診断され，治療の進歩

にもかかわらず 5 年生存率は 2〜 9%であり，全てのがんの中で最も

予後が悪い (2)．  

膵臓癌は既存の多くの抗腫瘍治療に対して抵抗性を示す．免疫チ

ェックポイント阻害剤は他のいくつかの癌で標準治療になっている

が，膵臓癌においては，T 細胞チェックポイント受容体（ PD-1，CTLA-

4）やそのリガンド（ PD-L1）を標的にした薬剤は効果に乏しく，現在

まで様々な免疫チェックポイントを標的にした治療薬で成功を収め

ているものはない．癌細胞，ペプチド，抗原提示細胞などを用いた腫

瘍ワクチン，組換えサイトカインといった免疫を標的とした治療へ

の様々なアプローチも臨床で行われているが，効果は限定的である

(3)．膵臓癌に対する内科治療の発展は目覚ましいが，予後改善には

まだ不十分な治療成績である．   

 

 第２節  マウス膵臓癌モデル  

マウス膵癌株化細胞 Pan02 株をマウス膵臓に移植・生着させるマ

ウス膵臓癌モデルは，広く用いられている同所性移植モデルであ

り，異所性移植モデルと比較して，膵臓本来の環境で膵癌発育の自

然経過を観察できることが知られている．また，同所性腫瘍は，異
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所性腫瘍に比し，速く成長して転移の広がりを示し，臨床における

進行した膵臓癌により類似していることが報告されている (4)．

Pan02 株を用いたマウス同所性膵臓癌モデルを使用して，腫瘍破砕

物刺激樹状細胞と抗血管新生剤との併用療法の有効性，抗血管新生

薬剤 TNP-470 および B7-H1（ PD-L1 )または B7-DC（ PD-L2 )の拮抗に

よる抗腫瘍効果などの報告がされており (5 ,6)，マウス同所性膵臓癌

モデルは，腫瘍免疫状態をよく反映したモデルと考えられる．  

 

 第３節  精神的ストレス  

現代社会において，精神的ストレスは身体的ストレスよりも頻度

が高く，精神的ストレスの強度と持続時間が増加している (7,8 )．精神

的ストレスは免疫反応の異常を介して，いくつかのがん進展に影響

することが報告されている (9)．臨床研究のメタアナリシスにおいて，

精神的ストレスは高いがん発生率・高いがん死亡率・低い生存率と関

連があると報告されている．また，がん種別研究では，精神的ストレ

スと肺癌の高い発生率，精神的ストレスと乳癌・肺癌・頭頸部癌・肝

胆道癌・リンパ造血器がんの低い生存率に関連があると報告されて

いる (10)．膵癌については，拘束ストレスがマウス同所性膵癌の増殖

を促進し，その機序として β アドレナリンシグナルの関与が報告さ

れている (11)．しかし拘束ストレスは身体的ストレスを伴うことが多

く (12)，純粋な精神的ストレスが膵癌に及ぼす影響は不明である．  

これまで，いくつかの精神的ストレスモデルが確立されている．社

会的敗北ストレスモデル（Chronic social  defeat  s t ress：CSDS）は，マ

ウス（居住者）が自分の縄張りに別のマウス（侵入者）が入ってきた

場合に，自発的かつ自然に侵入者のマウスを攻撃する習性を利用し
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ているモデルであり，行動変化や身体的な変調が生じる  (13)．  

水回避ストレス（ Water avoidance s t ress：WAS）は，マウスやラッ

トなどのげっ歯類が水を忌避する習性を利用した精神的ストレスモ

デルであり，マウスの免疫系，神経系，内分泌系，腸内細菌叢，内臓

過敏症および腸管透過性に影響を与えることが報告されている  (14-

17)．  

 

第４節  抗腫瘍免疫  

抗腫瘍免疫においては，CD4 陽性 T リンパ球，CD8 陽性 T リンパ

球および IFN-γ が重要な役割を果たすことが知られているが，中でも

細胞傷害性 CD8 陽性 T 細胞が最も強力なエフェクターである (18 ,19)． 

臨床研究において，乳癌，肺癌，悪性黒色腫，結腸直腸癌および脳腫

瘍患者の Cancer- free survival と，CD8 陽性腫瘍浸潤リンパ球に，正

の相関関係があったと報告されている (19)．膵臓癌においては，CD4

および CD8 陽性 T 細胞の両者の浸潤が傍腫瘍領域に多いことは，良

好な予後と相関しているとの報告がある (20)．  

 

第５節  本検討における仮説と目的  

本研究では，精神的ストレスが腫瘍免疫に影響を与えることによ

り，マウス膵臓癌の進展を促進するという仮説のもと，第２節におい

て述べたマウス膵臓癌モデルに対して，第３節の社会的敗北ストレ

ス（CSDS）および水回避ストレス（WAS）を負荷することで検討を

行った．さらに，その作用機序を調べる目的で，共焦点顕微鏡を用い

て傍腫瘍領域血管へのリンパ球接着の生態観察を中心とした解析を

実施した．  
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第２章  社会的敗北ストレスが膵癌進展に与える影響  

の検討  

 

 第１節  目的  

前述の通り，精神的ストレスと膵癌の進展に関する報告は少ない．

本章では，マウス膵臓癌モデルに対して社会的敗北ストレス（CSDS）

を負荷することで，膵癌の発育への影響を検討した．評価法は，行動

試験，腫瘍サイズ測定および膵内リンパ球のサブセット解析による

ものとした（図 1 A）．  

 

第２節   方法  

第１項  動物  

 Aggressor（居住マウス）として 4～ 6 月齢の CD-1（ ICR）マウス

（日本 SLC，静岡，日本）， Int ruder（侵入マウス）として 5 週齢の

C57BL/6J マウス（日本クレア，東京，日本）を用いた．プラスチッ

クケージに 4～ 6 頭ずつ飼育し，温度 23〜 24℃，湿度 55%，12 時間

ごとの明暗サイクルの環境下で飼育した．マウスには標準実験食

（日本クレア）を与え，餌と水は自由に摂取させた．実験は入荷後

1 週間の馴化期間を経た後に開始した．すべての実験動物は，米国

国立衛生研究所（ Bethesda，MD，USA）が発行した「動物を用いた

行動研究における方法と福祉への配慮：国立衛生研究所ワークショ

ップの報告」のガイドラインと，防衛医科大学校の動物施設のガイ

ドラインに従った．また，すべての実験計画は，防衛医科大学校の

動物実験倫理委員会で承認を得て行った  (No.18097)．  
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第２項  膵癌株化細胞の培養  

 膵癌細胞の Cell  l ine は，国立癌研究所（ Bethesda，MD，USA）

から購入した C57BL/6 マウス由来の Pan02 を用いた．レンチウィ

ルスを用いて発光タンパク質である Nano-Lantern 遺伝子・ピュー

ロ マ イ シ ン 遺 伝 子 を 導 入 し た （ Pan02NL ）． ピ ュ ー ロ マ イ シ ン

（ InvivoGen；San Diego，CA，USA）を用いて Nano-Lantern 遺伝子

が導入され た細 胞をセレク ショ ンしつつ ， RPMI-1640（ Thermo 

Fisher  Scient i f ic；Waltham，MA，USA），10%熱不活化 FBS（HyClone 

Laboratories；UT，USA），ペニシリン，ストレプトマイシン，アン

フォテリシン B（ Thermo Fisher  Scient i f ic）を含む培地で 37℃・加

湿・ 5%CO2 下に培養した．  

 

  第３項  膵癌株化細胞の移植  

培養した Pan02NL をトリプシン処理し，マトリゲル（ Corning；

NY，USA）に 1×10 7 個 /mL で懸濁した． 5 週齢の C57BL/6J マウス

を，3 種混合麻酔（メデトミジン（ Zenoaq；福島，日本）0.75 mg/kg，

ミダゾラム（ Teva Takeda Pharma；名古屋，日本） 4 mg/kg，および

ブトルファノール（明治；東京，日本）5 mg/kg）の腹腔内投与で麻

酔した．左脇腹の毛を剃り，左腹部を小さく開腹し，脾臓と共に膵

臓を腹腔内から取り出し，マトリゲル懸濁 Pan02NL 50 μL（ Pan02NL 

5×10 5 個）を 29G 1mL シリンジで膵臓に注入した（図 1 B）． 4-0 ナ

イロンを用 いて 腹膜と皮膚 の 2 層で閉腹し ，ア チパメゾー ル

（ Zenoaq） 0.75 mg/kg の腹腔内投与で覚醒させた (4-6 ,21)．  
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第４項  発光性バイオプローブによる腫瘍生着確認  

 7 週齢の担癌 C57BL/6J マウスに 3 種混合麻酔を腹腔内投与し，

左腹部を完全に剃毛した．マウスにセレンテラジン h（富士フイル

ム；大阪，日本） 2.5 mg/kg を眼窩神経叢投与し， IVIS Lumina XR

システム（ PerkinElmer；Waltham，MA，USA）で発光を確認して，

腫瘍の生着を確認した（図 1 C）．セレンテラジン h は，ナノラン

タンの主成分であるレニラルシフェラーゼの化学発光基質である

(22)．  

 

  第５項  社会的敗北ストレス  

4～ 6 月齢の CD-1 マウスにスクリーナーとなる C57BL/6 マウス  

を入れることで，攻撃者として適した CD-1 マウスであるかどうか

をスクリーニングした．スクリーニングセッションは， 1 回 3 分・

1 日 3 回・ 3 日間であり，連続する 2 セッションで最初の攻撃まで

の時間が 60 秒以内であれば攻撃者として使用することができる．

攻撃者である CD-1 マウスのケージに，侵入者である担癌 C57BL/6J

マウスを入れ，Social  Defeat  Session を 10 分間行い（図 1 D），その

後穴の開いた仕切りで分けて，24 時間は存在・音・匂いでストレス

を負荷した．CD-1 マウスと担癌 C57BL/6J マウスのペアを毎日変え

て慣化を防ぎつつ，10 日間連続で社会的敗北ストレスを負荷した．

コントロール群は，担癌 C57BL/6J マウス同士を穴の開いた仕切り

で分けて配置し，ペアを毎日変えて 10 日間飼育した (13)．  

 

  第６項  行動試験  

社会的敗北ストレスによりストレスが負荷されたことを確認す
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るために，行動試験として社会的相互作用テスト（ Social  interact ion  

tes t）を行った（図 1 E）．四角のボックスの壁側に小さい金網を配

置する．金網の周囲を Interact ion zone，金網から最も遠い 2 カ所の

角を Corner  zone と定義した．四角のボックスの中に担癌 C57BL/6J

マウスを配置し，金網の中に CD-1 マウスを配置した場合，もしく

は配置しない場合で，それぞれの Zone に滞在した時間を測定した．

既報の通りに「 Social  interact ion  rat io＝ CD-1 マウスがいる時の

Interact ion zone 滞在時間÷CD-1 マウスがいない時の Interact ion 

zone 滞在時間」と定義し，Social  interact ion  rat io が 1 未満であれば

Suscept ible（ストレスの影響を受けた）， 1 以上であれば Resi l ient

（ストレス抵抗性）と評価した (13)．  

また，不安様行動試験としてビー玉埋込試験を実施した．不透明

なケージに約 5cm の深さで床敷を敷き詰め，担癌 C57BL/6J マウス

を配置してケージに慣れさせた．その後，床敷上に 15 個のビー玉

を均等に配置し，担癌 C57BL/6J マウスに 30 分間自由に探索をさ

せた（図 1 F）．真上から観察した時に 2/3 以上床敷が覆いかぶさっ

ているビー玉の数を測定した (23)．  

 

第７項  腫瘍サイズ測定  

膵癌株化細胞移植から 6 週間後に，担癌マウスを 3 種混合麻酔・

全採血により安楽死させ，脾臓・膵臓・膵臓癌を一塊のまま摘出し，

デジタルノギスを使用して腫瘍のサイズを測定した．腫瘍体積は

π/6×a×b×c で計算した（ a は脾臓の長軸に垂直な長さ，b は脾臓の長

軸に平行な長さ， c は厚さと定義した．）（図 1 G） (4)．腫瘍サイズ

の測定後，以降の解析のために組織を採取した．  
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第８項  膵臓に浸潤したリンパ球のフローサイトメトリー解析  

 膵 臓 か ら の リ ン パ 球 分 離 の た め ， コ ラ ゲ ナ ー ゼ P （ Roche 

Diagnost ics ； Mannheim ， Germany ） 0.4 mg/mL ， DNaseI （ Roche  

Diagnost ics） 0.1 ng/mL をハンクス平衡塩類溶液（ Thermo Fisher  

Scient i f ic）に添加した溶解バッファーを用いた．膵臓組織（膵臓癌

および正常膵臓）および溶解バッファーを含むチューブを，撹拌し

ながら 37℃で 30 分間インキュベートした (24)．脾臓からのリンパ

球分離は，機械的分散により実施した．   

細胞表面抗原は，PE 標識抗 CD3 抗体（Miltenyi  Biotec；Bergisch  

Gladbach，Germany），PerCP-Cy5.5 標識抗 CD4 抗体（ BD Biosciences 

Japan；東京，日本），および FITC 標識抗 CD8 抗体（Miltenyi  Biotec）

を用いて染色した．FACSCanto II（BD Biosciences）を使用してデー

タを取得し，Diva ソフトウェア（ BD Biosciences）を使用して解析

した (25)．  

 

第９項  統計処理  

 結果は平均値 ±標準誤差で示した．群間の比較には， JMP Pro ソ

フトウェア（ SAS Inst i tute  Inc.；NC，USA）を使用した．パラメト

リックデータは，分散が等しい場合にスチューデントの t 検定，分

散が等しくない場合にウェルチの t 検定を用いて統計的分析を行

った．ノンパラメトリックデータは，ウィルコクソン符号順位検定

を用いて統計的分析を行った．統計的有意水準は p <0.05 と設定し

た．  
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  第３節   結果  

  第１項  社会的敗北ストレスによる行動変容  

体重は 10 週齢時にストレス群において有意に増加していた（図

2 A）．Social  interact ion tes t では，ストレス群の 7 匹のうち，3 匹が

Suscept ible，4 匹が Resi l ient であった．ストレス群とコントロール

群で SI  rat io に有意差を認めなかった（図 2 B）．ビー玉埋込試験で

は，ストレス群のビー玉埋込数は，コントロール群に比し，有意に

減少していた（ 3.1±0.6 vs  5.7±0.7  個）（図 2 C）．   

 

  第２項  社会的敗北ストレスが膵癌進展に与える影響  

ストレス群とコントロール群で膵癌サイズに有意差を認めなか

った（ 713±160 vs  685±153 mm 3）（図 2 D）．  

 

  第３項  社会的敗北ストレスが腫瘍免疫に与える影響  

ストレス群とコントロール群で膵内の CD8 および CD4 陽性 T リ

ンパ球に有意差を認めなかった（ 20.7±2.4  vs  28.8±4.8  %，1.7±0.3 vs  

1.9±0.4 %）（図 2 E）．  

 

第４節   小括  

社会的敗北ストレスは，担癌マウスの社会的相互作用テストに影

響を与えなかったが，ビー玉埋込試験ではビー玉埋込数を減少させ

た．一方で，膵癌サイズと，CD4 および CD8 陽性細胞の膵臓・膵癌

への浸潤に対する影響は認められなかった．  

これらの結果より，社会的敗北ストレスは腫瘍免疫に影響を与え

ず，膵癌進展の促進には関与しない可能性が示された．  
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第３章  水回避ストレス（Water Avoidance Stress：WAS）  

が腫瘍免疫・膵癌の進展に与える影響の検討  

 

 第１節  目的  

前述の通り，精神的ストレスと膵癌の進展に関する報告は少ない．

本章では，マウ ス膵臓癌モデル に対して水回避 ストレス（ Water  

avoidance s t ress：WAS）を負荷することで，膵癌の進展への影響を検

討した．評価法は，行動試験，腫瘍サイズ測定および膵内リンパ球の

サブセット解析によるものとした（図 3 A）．  

 

  第２節   方法  

  第１項  動物  

5 週齢の C57BL/6J マウス（日本クレア）を用いた．飼育環境は

第２章  第２節  第１項と同様である．すべての実験計画は，防衛医

科大学校の動物実験倫理委員会で承認を得て行った  (No.18097)．  

 

第２項  膵癌株化細胞の培養  

第２章  第２節  第２項のように実施した．  

 

  第３項  膵癌株化細胞の移植  

第２章  第２節  第３項のように実施した（図 3 B）．  

 

第４項  発光性バイオプローブによる腫瘍生着確認  

第２章  第２節  第４項のように実施した（図 3 C）．  
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  第５項  水回避ストレス（WAS）  

担癌 C57BL/6J マウスを WAS または Sham-WAS のいずれかに振

り分けた．WAS においては，水温 23℃の水を入れたプラスチック

容器（ 27.6×44.5×20.4 cm）の中央に丸いガラスプラットフォーム

（ 5 cm [直径 ]×9 cm [高さ ]）を留置した．水深はプラットフォー

ムの高さから 1 cm 下までとした．プラットフォーム上にマウスを

1 日 1 時間配置した (図  3  D)． Sham-WAS 群のマウスのプラスチッ

ク容器には水を入れず， WAS 群と同様に中央のプラットフォーム

上に 1 時間配置した  (14)．以上の操作を 10 日間連続で行い，配置

した 1 時間で排泄された便個数を算出した．  

 

第６項  行動試験  

ビー玉埋込試験では，担癌 C57BL/6J マウスを，厚さ 5 cm の床敷

を敷いたテストケージ（ 22.5×33.8×14.0 cm）に移動し，20 分間自由

探索させてケージに慣らした．次に，マウスを取り出し，15 個のビ

ー玉（直径 1.5  cm）を床敷の上に等間隔に配置した．マウスを再び

テストケージに入れ，30 分間自由探索させた（図 3 E）．  テストケ

ージからマウスを取り出した後，埋込ビー玉数を算出した．真上か

ら見て 3 分の 2 以上が床敷で覆われているビー玉を「埋込ビー玉」

と定義した (23)．  

オープンフィールド試験では，マウスを不透明なアクリルボック

ス製（ 43.2×43.2×30.5 cm）（Med Associates  Inc .，St .  Albans,  Vermont ,  

USA）のオープンフィールドアリーナの中央に配置し， 5 分間自由

に探索させた（図 3 F）．アクティビティモニターバージョン 7.0.5 .10

ソフトウェア（Med Associates  Inc .）を使用して，マウスの総歩行
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距離，中央ゾーンの総歩行距離，中央ゾーンエントリー回数，およ

び中央ゾーン滞在時間を分析した (26)．  

 

第７項  腫瘍サイズ測定  

第２章  第２節  第７項のように実施した（図 3 G）．  

 

第８項  qRT-PCR 法  

移植後 6 週の傍腫瘍領域の組織を採取し，RNAlater 溶液（ Thermo 

Fisher  Scient i f ic）中に -20℃で保存した．MagNA Lyser（ Roche）を

使用して組織をホモジナイズし， RNeasy キット（Qiagen； Venlo，

Netherlands）を使用して総 RNA を抽出した．総 RNA を cDNA に逆

転写し，  TaqMan Universal  PCR Master  Mix， TaqMan プローブとプ

ライマー，および ABI PRISM 7900HT Fast  Real -Time PCR System

（Applied Biosystems；Carlsbad，CA，USA）を使用して， TaqMan 

PCR 反応により各種 mRNA 発現量を定量した．各種 mRNA 発現量

はマウス GAPDH mRNA（Applied  Biosystems）発現レベルで標準化

した (25)．  

 

第９項  膵臓に浸潤したリンパ球のフローサイトメトリー解析  

第２章  第２節  第８項のように実施した．  

 

第１０項  免疫組織化学染色  

同所性膵臓癌，正常膵臓，および脾臓を一塊として摘出し，過ヨ

ウ素酸・リジン・パラホルムアルデヒド溶液で固定し，10%，15%，

20%サッカロース・PBS 溶液で脱水した．その後，Tissue-Tek O.C.T.  
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Compound（ Sakura  Finetek；東京，日本）を用いて包埋し， -85℃で

凍結保存した．凍結組織のクリオスタット切片を， Cryostar  NX70

（ Thermo Fisher  Scient i f ic）を使用して 12 µm の厚さで作成した．  

標識ストレプトアビジンビオチン法を用いて CD4，CD8 の免疫

組織化学染色を実施した．CD4（BioLegend；San Diego，CA，USA），

CD8（BioLegend）の抗マウスモノクローナル抗体を一次抗体として

用い，アイソタイプが一致する IgG 抗体をネガティブコントロー

ルとして使用した．組織切片を一次抗体とともに 4℃で一晩インキ

ュベートし，次にビオチン化抗 IgG 抗体（ Vector Laboratories；

Burl ingame，CA，USA）を用いて室温で 90 分間処理した．ストレ

プトアビジン -FITC（Vector  Laborator ies）を使用して，室温で 30 分

間処理した (5)．蛍光顕微鏡 BZ-X810（Keyence；大阪，日本）を使

用して画像を撮影し， BZ-H4C /  Hybrid cel l  count と BZ-H4CM /  

Macro  cel l  count ソフトウェア（Keyence）で解析した．傍腫瘍領域

の代表 5 点で単位面積あたりの CD4，CD8 陽性 T リンパ球数を評

価した．   

 

  第１１項  統計処理  

第２章  第２節  第９項のように実施した．  
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第３節   結果  

  第１項  WAS による行動変容  

WAS によって引き起こされた，身体的および精神的な行動の変

化を評価した．WAS 後 4 週間にわたって，WAS 群は Sham 群に比

し，有意に体重が増加していた（図 4 A）．WAS セッション中の便

個数は WAS 群で有意に多かった（ 12.6±0.5  vs .  9 .5±0.3  個）（図 4 

B）．ビー玉埋込試験では，WAS 群は Sham 群よりも埋込ビー玉数が

有意に多かった（ 7.2±0.8  vs .  1 .7±0.4  個）（図 4 C）．オープンフィー

ルド試験では，WAS 群と Sham 群の間で，総歩行距離，中央ゾーン

の総歩行距離，中央ゾーンエントリー回数，および中央ゾーン滞在

時間に有意差を認めなかった（図 4 D-G）．  

 

第２項  WAS が膵癌進展に与える影響  

WAS 群の腫瘍体積は Sham 群の腫瘍体積に比し，有意に増大して

いた（ 677±61 vs .  381±33 mm 3）（図 5 A）．  

 

第３項  WAS が傍腫瘍領域の IFN-γ  mRNA 発現に与える影響  

傍腫瘍領域の IFN-γ mRNA 発現を qRT-PCR 法で評価した．WAS

群 の IFN-γ mRNA 発 現 は Sham 群 よ り も 有 意 に 減 少 し て い た

（ 4.15±0.70  vs .  7 .67±1.34）（図 5 B）．   

 

第４項  WAS が膵臓・膵癌に浸潤するリンパ球に与える影響  

膵臓・膵癌に浸潤するリンパ球をフローサイトメトリーで評価し

た．WAS 群の CD8 陽性 T リンパ球の比率は Sham 群よりも有意に

低かった（ 23.7±4.0  vs .  37.7±4.3  %）（図 5 C,D）．  
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免疫組織化学染色では，WAS 群の傍腫瘍領域 CD8 陽性細胞の浸

潤数は，Sham 群よりも有意に少なかった（ 80.7±13.2  vs .  110 .5±12.3  

個 /mm 2）（図 6 A,B）．また，WAS 群の傍腫瘍領域 CD4 陽性細胞の

浸 潤 数 は ， Sham 群 よ り も 有 意 に 少 な か っ た （ 102.5±5.4  vs .  

169.5±26.5  個 /mm 2）（図 6 A,B）．  

 

第４節   小括  

WAS 負荷により，膵癌サイズの増加が認められた．また，担癌マ

ウスのビー玉埋込試験におけるビー玉埋込数を増加させた．さらに，

傍腫瘍領域の IFN-γ mRNA 発現の抑制，および CD4， CD8 陽性細胞

の傍腫瘍領域浸潤抑制が認められた．  

以上より，WAS 負荷により行動変容を来たすとともに，腫瘍免疫

へ影響を及ぼすことで，膵癌の進展に関与する可能性が示唆された． 
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第４章  水回避ストレスが傍腫瘍領域血管への脾臓  

リンパ球接着に与える影響の検討  

 

 第１節  目的  

第３章において WAS 負荷が膵癌進展を促進することが明らかとな

り，その原因は傍腫瘍領域の IFN-γ 抑制，傍腫瘍領域の CD4，CD8 陽

性 T リンパ球浸潤抑制にあると推察された．そこで，CD4，CD8 陽性

T リンパ球浸潤抑制の起因が，リンパ球のマイグレーションにあると

考え，共焦点顕微鏡を用いて，WAS 負荷における傍腫瘍領域血管の

リンパ球接着への影響を検討した．  

 

  第２節   方法  

  第１項  動物  

使用動物は第３章  第２節  第１項と同様であり，飼育環境は第２

章  第２節  第１項と同様である．すべての実験計画は，防衛医科大

学校の動物実験倫理委員会で承認を得て行った  (No.18097)．  

 

第２項  膵癌株化細胞の培養  

第２章  第２節  第２項のように実施した．  

 

  第３項  膵癌株化細胞の移植  

第２章  第２節  第３項のように実施した．  

 

第４項  発光性バイオプローブによる腫瘍生着確認  

第２章  第２節  第４項のように実施した．  
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  第５項  水回避ストレス（WAS）  

担癌 C57BL/6J マウスを WAS または Control のいずれかに振り分

けた．WAS 負荷は第３章  第２節  第５項のように実施し，1 時間・

1 回の WAS を負荷した（図 7 A）．  

 

  第６項  脾臓リンパ球の蛍光標識  

7 週齢の C57BL/6J マウスを WAS または Control のいずれかに振

り分けた．WAS 負荷は第３章  第２節  第５項のように実施し，1 時

間・ 1 回の WAS を負荷した（図 7 A）．マウスから脾臓を摘出し，

脾臓を分散後に赤血球を溶血することで，リンパ球の分離を行った．

Carboxyfluorescein  diacetate  succinimidyl  es ter（CFSE）（ 15.6  mM）

（ Thermo Fisher  Scient i f ic）を Dimethylsulfoxide に溶解した．30 mL

の PBS 中の脾細胞を， 30 μL の CFSE 溶液とともに 37℃で 30 分間

インキュベートして蛍光標識した (27)．  

 

第７項  共焦点顕微鏡観察  

担癌 C57BL/6J マウスに三種混合麻酔を施し，内頚静脈ルートを

確保した．続いて，Texas  Red-dextran（ Thermo Fisher  Scient i f ic）25 

mg/kg を静脈投与して血管を可視化し， Hoechst  33342（ Thermo 

Fisher  Scient i f ic） 5 mg/kg を静脈投与して細胞核を染色した（図 7 

B）．共焦点レーザー顕微鏡 A1（Nikon；東京，日本）を用いて，傍

腫瘍領域と膵癌へ向かう動脈を確認し， 2×10 7 個の CFSE 標識リン

パ球を静脈投与した（図 7 C）． 30 秒以上血管に接着しているリン

パ球を「接着リンパ球」と定義した (27,28)．視野（約 0.4 mm 2）あ

たりの接着リンパ球数を算出した．  
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  第８項  統計処理  

第２章  第２節  第９項のように実施した．  

 

  第３節   結果  WAS が傍腫瘍領域のリンパ球接着に与える影響  

WAS による傍腫瘍領域リンパ球浸潤減少の原因を検証するために，

膵癌移植後 2 週で共焦点顕微鏡を使用して傍腫瘍領域血管へのリン

パ球接着を評価した．WAS 群における CFSE 標識リンパ球静脈投与

15 分後の傍腫瘍領域の接着リンパ球数は，Control 群よりも有意に少

なかった（ 6.3±1.4  vs .  19 .5±0.9  個 /mm 2）（図 7 D）．   

 

第４節   小括  

WAS 負荷による傍腫瘍領域血管のリンパ球接着への影響を検討し

たところ，WAS 群では傍腫瘍領域血管のリンパ球接着数が有意に減

少していた．これより，WAS による傍腫瘍領域の CD4，CD8 陽性 T

リンパ球浸潤減少は，リンパ球のマイグレーションに関わるリンパ

球接着減少が関与している可能性が示された．  

  



- 19 - 

第５章  水回避ストレスが傍腫瘍領域血管の接着分子  

・脾臓リンパ球の接着分子に与える影響の検討  

 

 第１節  目的  

第４章において，WAS 負荷により傍腫瘍領域血管のリンパ球接着

数が減少することが明らかとなった．そこで，リンパ球接着が減少す

る作用機序の解明として，WAS 負荷によるリンパ球の接着分子およ

び傍腫瘍領域血管の接着分子への影響を検討した．  

 

  第２節   方法  

  第１項  動物  

使用動物は第３章  第２節  第１項と同様であり，飼育環境は第２

章  第２節  第１項と同様である．すべての実験計画は，防衛医科大

学校の動物実験倫理委員会で承認を得て行った  (No.18097)．  

 

  第２項  水回避ストレス（WAS）  

7 週齢の C57BL/6J マウスを WAS または Control のいずれかに振

り分けた．WAS 負荷は第３章  第２節  第５項のように実施し，1 時

間・ 1 回の WAS を負荷した．  

 

  第３項  脾臓リンパ球のフローサイトメトリー解析  

前項のマウスから脾臓を摘出し，脾臓を機械的に分散後，赤血球

を溶血することでリンパ球を分離した．表面抗原染色は， PE 標識

抗 CD3 抗体（Miltenyi  Biotec），PerCP-Cy5.5 標識抗 CD4 抗体（ Becton  

Dickinson）， FITC 標識抗 CD8 抗体（Miltenyi  Biotec），APC 標識抗
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CD11a/CD18 抗体（ BioLegend），APC 標識抗 CD49d 抗体（ BioLegend），

APC 標識抗 CD62L 抗体（ Becton Dickinson）を用いて実施した．

FACSCanto I I を使用してデータを取得し，Diva ソフトウェア（ BD 

Biosciences）を使用して解析した (25)．  

 

第４項  免疫組織化学染色  

第３章において WAS 群と Sham-WAS 群から摘出した検体で，第

３章  第２節  第１０項で凍結保存した同所性膵臓癌，正常膵臓およ

び脾臓の組織を用いた．第３章  第２節  第１０項のように，切片を

作成し，ICAM-1 の抗マウスモノクローナル抗体（ BD Biosciences）

を一次抗体として用い，標識ストレプトアビジンビオチン法を用い

て ICAM-1 の免疫組織化学染色を実施した．第３章  第２節  第１０

項のように，画像の撮影，解析を実施して，傍腫瘍領域の代表 5 点

で単位面積あたりの血管内皮 ICAM-1 発現面積を評価した．  

 

  第５項  qRT-PCR 法  

第３章  第２節  第８項で保存した cDNA ライブラリーを用い，第

３章  第２節  第８項のように実施した．   

 

第６項  統計処理  

第２章  第２節  第９項のように実施した．  
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第３節  結果  

第１項  WAS が傍腫瘍領域血管内皮の接着分子に与える影響  

WAS 負荷でも単位時間に流入するリンパ球数に変化がないため，

傍腫瘍領域リンパ球接着を減少させる原因が，血管内皮の接着分子

の発現減少にある可能性を検証するために，担癌 C57BL/6J 側の傍

腫瘍領域血管内皮における ICAM-1 発現を評価した． WAS 群の

ICAM-1 発 現 面 積 は ， Sham 群 よ り も 有 意 に 減 少 し て い た

（ 61,261±9,507 vs .  123,382±23,690 µm 2 /mm 2）（図 8 A,B）．   

 

  第２項  WAS がリンパ球の接着分子に与える影響  

WAS が傍腫瘍領域リンパ球接着を減少させる原因を検証するた

めに，脾臓リンパ球における接着分子の CD11a/CD18， CD49d，

CD62L 発現を評価した． WAS 群の CD3 陽性 T リンパ球における

CD11a/CD18 の 発 現 は ， Control 群 よ り も 有 意 に 増 加 し て い た

（ 99.9±0.0  vs .  99 .8±0.0  %）（図 8 C,D）．WAS 群と Control 群の間で

CD3 陽性 T リンパ球における CD49d 発現に有意差はなかった

（ 58.8±3.1  vs .  55.2±1.8  %）（図 8 E,F）．WAS 群の CD3 陽性 T リン

パ球における CD62L 発現は，Contro l 群よりも有意に増加していた

（ 89.3±0.2  vs .  87.7±0.5  %）（図 8 G,H）．  

 

  第３項  WAS が傍腫瘍領域の TNF-α mRNA 発現に与える影響  

血管内皮における ICAM-1 発現に影響を与える要因を精査する

ために，傍腫瘍領域の TNF-α mRNA 発現レベルを評価した．WAS

群の TNF-α mRNA 発現は， Sham 群よりも有意に減少していた

（ 0.81±0.20  vs .  1 .80±0.27）（図 9）．  
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第４節   小括  

WAS 負荷による傍腫瘍領域血管の接着分子への影響を検討したと

ころ，WAS 負荷により傍腫瘍領域血管内皮における ICAM-1 発現領

域が，有意に減少していた．また，リンパ球側の接着分子を検討した

ところ，WAS 負荷によって CD3 陽性 T リンパ球における CD11a/CD18

の発現および CD62L 発現は，有意に増加していた．さらに，傍腫瘍

領域の TNF-α mRNA 発現が有意に低下していた．  

これらの結果より，WAS 負荷がリンパ球接着数を減少させる作用

機序として，傍腫瘍領域血管側の接着分子 ICAM-1 発現低下が推察さ

れた．また，ICAM-1 発現低下の原因として，傍腫瘍領域の TNF-α 発

現減少が関与している可能性が考えられた．  
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第６章  総括  

 

社会的敗北ストレス負荷は，腫瘍免疫に影響を与えず，膵癌進展の促

進には関与しない可能性が示された．  

水回避ストレス（WAS）負荷により，行動変容（埋込ビー玉数増加，

体重増加および WAS セッション中の便個数増加）が認められた．  

さらに，WAS 負荷が膵癌進展を促進し，傍腫瘍領域の IFN-γ mRNA

発現抑制，傍腫瘍領域の CD4，CD8 陽性 T リンパ球浸潤抑制が認めら

れた．  

また，WAS 負荷により傍腫瘍領域血管のリンパ球接着数の減少が認

められた．WAS 負荷はリンパ球側の接着分子ではなく傍腫瘍領域血管

側の接着分子 ICAM-1 発現面積を減少させ，傍腫瘍領域の TNF-α mRNA

発現を減少させた．   
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第７章  考察  

 

精神的ストレスはがんに対する免疫応答を抑制することが報告され

ており (9)，精神的ストレスと乳癌・肺癌・頭頸部癌・肝胆道癌・リン

パ造血器がんにおける生存率との関連性が報告されている (10)．しかし，

精神的ストレスと膵癌における臨床研究はなく，拘束ストレスと膵癌

進展についての基礎研究 (11)はあるものの，純粋な精神的ストレスと膵

癌進展に関する研究はない．加えて，膵癌において抗腫瘍免疫抑制の根

底にあるメカニズムは完全には解明されていない．そこで本研究では，

ストレスとして，社会的敗北モデルと水回避ストレスモデル（WAS）を

用い，マウス膵臓癌モデルは同所性膵臓癌モデルを用いて，腫瘍の進展

および腫瘍免疫に対する精神的ストレスの影響を検討した．  

当初に，ストレス負荷による精神的ストレスの影響を評価する目的

で行動試験を実施したところ，ビー玉埋込試験において担癌マウスの

WAS 群の埋込ビー玉数が， Sham 群よりも有意に多いことが認められ

た．ビー玉埋込試験は，げっ歯類において，強迫や不安といった神経認

知構造を反映する行動症状を評価するために，広く使用されているス

クリーニングツールであるため (23)，この結果は WAS 負荷が担癌マウ

スに対して精神的ストレスを誘発することを示している．社会的敗北

ストレスにおいて Stress 群の埋込ビー玉数が， Control 群よりも有意に

少ないという，WAS とは逆の結果になったのは， Socia l  interact ion  tes t

の結果に有意差がなかったことを鑑みれば，ストレッサーの種類ある

いはストレッサーに対する感受性または反応性の違いにより行動試験

に与える影響が異なっていたから，と考えられる．  

また，WAS 群では Sham 群に比し，体重増加と WAS セッション中の
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便個数の増加が有意に認められた．これらは，精神的ストレスのために

WAS 群のマウスが Sham 群に比し，より多くの飼料を摂取した結果と

考えられる．これまでの報告では非担癌マウスに WAS を負荷しても食

事量が変化したという報告はない．一方で，老齢マウスでは WAS 負荷

により食事量が変化したとの報告もある (29)．今回，担癌マウスに WAS

負荷をかけるという，二重のストレスを負荷した．この特殊な環境下で

のストレスが食事摂取に影響を与えた可能性があると考えられた．  

さらに，前述の行動変容が身体的障害に起因しないことを証明する

ために，オープンフィールド試験を実施した．その結果，担癌マウスに

おける WAS 群と Sham 群の間で総歩行距離に有意差はなく，WAS 負荷

は身体活動に影響を与えないことが明らかとなった．  

以上の結果より，WAS 負荷は担癌マウスに対して，身体活動に影響

を与えることなく，純粋な精神的ストレスを反映することで，一連の行

動変容を惹起するものと考えられた．  

さらに本研究では，WAS 負荷によって引き起こされた精神的ストレ

スが，マウス膵臓癌モデルにおける同所性膵臓癌の進展を促進するこ

とが示唆された．一方で，社会的敗北ストレスは膵臓癌の進展に影響を

与えなかった．このことは，ストレッサーの種類の違いにより，腫瘍免

疫に与える影響が異なる可能性が考えられた．また，社会的敗北ストレ

スは，CD-1 マウスから担癌 C57BL/6J マウスに対する攻撃を伴うこと

から，攻撃を受けるという身体的ストレスが腫瘍免疫に影響を与える

可能性も考えられた。  

また，WAS 負荷は，膵癌進展に伴い，傍腫瘍領域の IFN-γ mRNA 発

現の抑制，および傍腫瘍領域の CD4，CD8 陽性 T リンパ球浸潤抑制を

惹起することが示された．  
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抗腫瘍免疫では，CD4，CD8 陽性 T リンパ球と，これらのリンパ球に

よって産生される IFN-γ が重要な役割を果たすことが知られている

(18,19)．精神的ストレスは免疫系に有害な影響を与えることが示され

ており，これらの影響には，リンパ球集団の変化，リンパ球増殖の低下，

NK 細胞数・活性の低下，抗体反応の低下などが知られている (12)．ま

た，慢性ストレスによって，腫瘍内と腫瘍周囲における CD4，CD8 陽

性 T リンパ球の浸潤，IL-12 や IFN-γ などの Th1 系サイトカインが抑制

され，がんの進展を促進することが報告されている (30)．  

したがって，CD4，CD8 陽性 T リンパ球浸潤数の減少は，IFN-γ 産生

の低下をもたらし，抗腫瘍反応を弱めることで，同所性に移植されたマ

ウス膵臓癌の進展を促進する可能性が考えられる．また，傍腫瘍領域に

集積する細胞傷害性 T リンパ球が抗癌免疫応答に重要であることは古

くより多くの報告がなされている (6)．WAS 負荷は，これらの重要な抗

癌免疫応答を抑制する可能性が示された．  

本研究ではまた，WAS 負荷による CD4，CD8 陽性 T リンパ球浸潤数

の低下が，リンパ球のマイグレーション低下に起因することを，共焦点

顕微鏡による生態観察で示した．加えて，WAS 負荷は，傍腫瘍領域で

のリンパ球のマイグレーションに重要な役割を果たす接着分子 ICAM-

1(31)の発現減少，および TNF-α mRNA 発現減少を誘発することも明ら

かにした．   

TGF-β1 によって ICAM-1 発現が減少し，膵臓癌の肝転移を増強する

(32)，結腸直腸癌細胞株への ICAM-1 トランスフェクションは腫瘍の成

長と転移を阻害する (33)などの報告から， ICAM-1 は抗腫瘍免疫におい

て重要な役割を果たすことが示唆されている．また，TNF-α は，血管内

皮の ICAM-1 発現を誘導・増強させる炎症性サイトカインであること
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はよく知られている (34)．ストレスと TNF-α 産生の関係については，慢

性ストレスが交感神経系を介してベータアドレナリン作動性シグナル

を活性化し (10)，ベータアドレナリン作動性シグナルは単球による TNF

産生を減少させるという報告がなされている (35)．  

以上の事実より， WAS 負荷が接着分子 ICAM-1 の発現減少を誘導す

る作用機序は次のように推察される．すなわち，WAS 負荷による精神

的ストレスが慢性的ストレスとして認識され，交感神経系を介して

TNF-α 産生を減少させ，それに伴い血管内皮の ICAM-1 発現が減少し

たと考えられる．その結果，細胞傷害性 T リンパ球を含むリンパ球の

傍腫瘍領域へのマイグレーションが減少し，抗腫瘍免疫が抑制され膵

癌進展に繋がっていったと推察される．  

その一方で，リンパ球マイグレーションにおいて，血管内皮側の接着

分子と同じく重要な役割を担うリンパ球側の接着分子を検討したとこ

ろ，WAS 負荷によって部分的に増加が確認されたのみであった．よっ

て，WAS 負荷によるリンパ球マイグレーションの抑制は，ICAM-1 抑制

が支配的な役割を果たす可能性が高いと考えられる．  

近年のストレス社会においては，抗腫瘍免疫が抑制されることで，平

均寿命の延長以外にその免疫抑制も，癌の罹患率増加に寄与している

可能性が考えられる．したがって，現代社会において精神的ストレスを

緩和することが，抗腫瘍免疫を回復し，健康寿命の延長をもたらし，将

来の医療費減少，高齢者による社会貢献の促進に繋がる可能性が考え

られる．スマートフォンの普及と，それに伴う SNS（ソーシャルネット

ワーキングサービス）の急速な広がりにより，新型コロナウイルス感染

症や戦争報道などの情報が，膨大な量となって万人の元に流れ込んで

いる．これらの玉石混交な情報は，精神的ストレス負荷の増大へと繋が
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る恐れがあると考えられる．本研究によって，純粋な精神的ストレス負

荷が重要な抗癌免疫応答をも阻害する可能性が示されたことで，膵臓

癌患者における精神的ストレスの緩和が，より重要性を高めると言え

よう．   
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第８章  結論  

 

本研究では，水回避ストレス（WAS）負荷が膵癌実験動物モデルに行

動変容を惹起し，傍腫瘍領域の IFN-γ mRNA 発現抑制，傍腫瘍領域の

CD4，CD8 陽性 T リンパ球浸潤抑制などを介して，膵癌進展の促進に

つながることが示唆された．その作用機序は，WAS 負荷による精神的

ストレスが慢性的ストレスとして認識され，交感神経系を介して TNF-

α 産生を減少させ，それに伴い血管内皮の ICAM-1 発現が減少し，細胞

傷害性 T リンパ球を含むリンパ球の傍腫瘍領域へのマイグレーション

が減少したことによると推察される．  

膵臓癌の治療抵抗性の根底にある正確なメカニズムは不明である．

しかし，本研究により，傍腫瘍領域の血管内皮における ICAM-1 などの

接着分子の発現増加，細胞傷害性 T 細胞浸潤の増強を誘発するような

介入が，現代社会における精神的ストレス下の膵臓癌の新しい治療法

の開発につながる可能性があると考えられた．  
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略語説明   

APC  Allophycocyanin  アロフィコシアニン  

CD  Clus ter  of  d i ffe rent iat ion  分化抗原群  

cDNA  Complementary  deoxyr ibonucle ic  ac id  相補的デオキシリボ核酸  

CTLA-4  Cytotoxic  T lymphocyte  ant igen  4  細胞障害性 T リンパ球抗原 4  

FACS  Fluorescence -ac t ivated  ce l l  sor t ing  蛍光活性化細胞仕分け  

FBS  Feta l  bovine  serum  ウシ胎児血清  

FITC  Fluoresce in  i so th iocyanate  フルオレセイン  

イソチオシアネート  

GAPDH  Glycera ldehyde -3-phosphate  

dehydrogenase  

グリセルアルデヒド -3-リン酸

デヒドロゲナーゼ  

ICAM-1  In terce l lula r  adhes ion molecule  1  細胞間接着分子 1  

ICR  Ins t i tu te  of  cancer  research  がん研究所  

IFN-γ  In ter feron  gamma  インターフェロンガンマ  

IgG  Immunoglobul in  G  免疫グロブリン G  

mRNA  Messenger  r ibonucleic  ac id  メッセンジャーリボ核酸  

PD-1  Programmed ce l l  dea th  1  プログラム細胞死 1  

PD-L1  Programmed ce l l  dea th  l igand 1  プログラム細胞死リガンド 1  

PE  Phycoerythrobi l in  フィコエリトロビリン  

PerCP 

Cy5.5  

Per id in in  Chlorophyl l  Pro te in -Cyanin 

5 .5  

ペリジニンクロロフィルタン

パク質 -シアニン 5.5  

qRT-PCR  Quant i ta t ive  reverse  t ranscr ip t ion  

polymerase  cha in  reac t ion  

定量的逆転写  

ポリメラーゼ連鎖反応  

rpm  Revolut ions  per  minute  回転毎分  

RPMI  Roswel l  Park  Memor ia l  Ins t i tute  ロズウェルパーク記念研究所  
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TNF-α  Tumor  necros i s  factor  a lpha  腫瘍壊死因子アルファ  

WAS  Water  avoidance  s t ress  水回避ストレス  
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