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論文内容要旨 

 

ストレス応答とは、環境の変化や生体に与えられる有害な刺激に反応して起こ

る身体的および心理的な変化の集合である。ストレスを制御することは現代社

会において大きな問題の一つである。チューイングは脳におけるストレス反応

を調整する自発的行動である。    

拘束ストレスは、視床下部における副腎皮質刺激ホルモン放出ホルモン免疫陽

性細胞の数を増加させるが、チューイングはこの増加を抑制することが示され

ている。また、拘束ストレスは、視床下部における神経型一酸化窒素合成酵素の

mRNA 発現を増強させるが、チューイングはこの増強を抑えることが報告されて

いる。また、拘束ストレス下でのチューイングは海馬 CA1 領域におけるミネラ

ルコルチコイド受容体のストレス誘導性の増加をも阻止する。さらに、拘束スト

レス下でのチューイングは中脳中心灰白質(背外側部、腹外側部)のストレス応

答性神経細胞数の増加を抑制する。生理学的には、チューイングは海馬のストレ

スによる誘発長期増強の減弱を抑制する。これらの結果は、チューイングがいく

つかのストレス応答性脳領域において様々なストレス関連分子に影響を及ぼす

ことを示唆している。  

 海馬、扁桃体、前頭前野はストレス応答機構を構成する脳領域であり、行動お

よび生理学的反応を変化させる。島皮質は、前帯状回や種々の連合野に加え扁桃

体や前頭前野と相互的な神経連絡を有する極めて重要な脳領域の一つである。

本論文で は、前部島皮質および後部島皮質において MAP カイネース(Mitogen-

activated Protein Kinase)の一種 ERK (Extracellular Signal-regulated 

Kinase)を用い、そのリン酸化型 ERK (pERK)をストレス応答マーカーとして拘束

ストレス下におけるチューイングの影響について検討した。  

 ラットに拘束ストレスを与えると、前部島皮質および後部島皮質において

pERK 免疫陽性細胞の数が増加した。拘束ストレス条件下でのチューイングは前

部島皮質および後部島皮質におけるストレス誘発性 pERK 免疫細胞数の増加を、

有意差(p＜0.01)をもって抑制した。特に前部島皮質での抑制が強かった。  

これまでの研究では、視床下部、中脳中心灰白質(背外側部、腹外側部)などの

脳領域でチューイングによるストレス抑制効果を明らかにしてきたが、今回の

結果は、島皮質においてもチューイングがストレス応答を軽減させる可能性が

あることを新たに提示した。一般に前部島皮質は情動関連野と考えられ、後部島

皮質は感覚運動関連野と考えられている。チューイングによる拘束ストレス誘

導性 pERK免疫陽性細胞増加の抑制は前部島皮質でより著明であった。このこと

は、チューイングのストレス抑制効果は前部島皮質の機能、すなわち情動形成過

程に関連した神経回路の方に強く作用する可能性が示唆された。 



 

 

論文審査要旨 

 

 学位申請論文である「 チューイングはラット島皮質において拘束ストレス

により発現する pERK免疫陽性細胞ニューロンを抑制する 」は、 MAPカイネー

ス(Mitogen-activated Protein Kinase)の一種 ERK (Extracellular Signal-

regulated Kinase)のリン酸化型 ERK (pERK)をストレス応答マーカーとして拘

束ストレス下におけるチューイングの影響について島皮質をターゲットに検討

した論文である。  

申請者らのグループは、 海馬、扁桃体、前頭前野さらには視床下部、中脳中

心灰白質(背外側部、腹外側部)などの脳領域でチューイングによるストレス抑

制効果を明らかにしてきた。今回対象とした島皮質は、前帯状回や種々の連合野

に加え扁桃体や前頭前野と相互的な神経連絡を有する極めて重要な脳領域の一

つである。 本研究は、“チューイングとストレスとの関わり”を解明する研究

プロジェクトの一つとして位置付けられ、研究目的の設定には十分な整合性が

認められる。  

研究方法は、10 週齢の雄ラットを用いてコントロール群・拘束ストレス群・

拘束ストレス＋チューイング群の 3 群(n=21)に分類し、各群の前部島皮質と後

部島皮質における pERK免疫陽性細胞数を計測し比較検討しており（一元配置分

散分析とその後の多重比較）、 研究目的に対する研究デザインは論理的であり、

適切な解析手法を用いて研究が行われている。本実験によりラットに拘束スト

レスを与えると、前部島皮質および後部島皮質の pERK免疫陽性細胞数は増加し、

拘束ストレス条件下でのチューイングは前部島皮質および後部島皮質における

ストレス誘発性 pERK免疫細胞数を有意に抑制した。また、前部島皮質は後部島

皮質よりもその抑制が強いことも明らかにしている。  

本論文は、適切な方法により導き出された明快な所見であり、チューイングが

ストレス応答を軽減させるメカニズムに島皮質の関与を示唆した ことは新規

性が高く、今後のストレス研究の展開が期待される内容である。  

 

以上により、本審査委員会は申請者が博士(歯学)の学位に十分値するものと認

めた。 

 

     2017年 8月 24日 

     主査：木本 克彦 

     副査：槻木 恵一 

     副査：保田 将史 
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緒言 

ストレス応答とは、環境の変化や生体に与えられる有害な刺激に反応して起

こる身体的および心理的な変化の集合である 1)。脳は何が脅威であるかを判断す

る器官であるが故、ストレスに対するメカニズムの調節の要を担う器官である。

この結果として脳は生理学的応答もしくは行動学的応答を引き起こし、結果と

して適応ないしは生理学的不調を招く 2)。ストレスを制御することは、現代社会

において大きな問題の一つである。海馬、扁桃体、前頭前野はストレス応答機構

を構成する脳領域であり、行動および生理学的反応を変化させる。ヒトの島皮質

は大脳半球に覆われ、前帯状回や種々の連合野に加え扁桃体や前頭前野と相互

的な神経連絡を有する。これまでの研究から、島皮質の前部は内省、ネガティブ

な感情、体性知覚に伴う感情、悲しい出来事の想起、会話の開始、痛みに伴う感

情、痛みの予測に関連し、島皮質の後部は体性知覚、会話時の聴覚系の情報処理

に関連することが示唆されている 3)。チューイングは脳におけるストレス反応を

調整する自発的行動である 4-7)。例えば、拘束ストレスは、視床下部における副

腎皮質刺激ホルモン放出ホルモン免疫陽性細胞の数を増加させるが、チューイ

ングはこの増加を抑制することが示されている 6)。また、拘束ストレスは、視床

下部における神経型一酸化窒素合成酵素のmRNA発現を増強させるが、チュー

イングはこの増強を抑えると言われている 5)。また、拘束ストレス下でのチュー
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イングは海馬 CA1領域におけるミネラルコルチコイド受容体のストレス誘導性

の増加をも阻止する 7)。生理学的には、チューイングは海馬のストレスによる誘

発長期増強の減弱を抑制する 8)。これらの結果は、チューイングがいくつかのス

トレス応答性脳領域において様々なストレス関連分子に影響を及ぼすことを示

唆している 9-11)。このように先行研究では、視床下部、海馬、扁桃体において、

チューイングがストレス軽減効果を持つことが明らかとなった。今回はこれら

の脳領域の上位中枢と考えられる島皮質において、拘束ストレス下でのチュー

イングのストレス抑制メカニズムを知るべく本研究を開始した。 

本研究では、MAPカイネース(Mitogen-activated Protein Kinase)の一種ERK 

(Extracellular Signal-regulated Kinase)を用い、そのリン酸化型 ERK (pERK)

をストレス応答マーカーとした 9-11)。応答のマーカーとしてこの検出系を用い、

拘束ストレス下でのチューイングが前部および後部島皮質に及ぼす影響を調べ

た。 
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実験材料および方法 

1）実験動物 

実験には体重367~390gの雄Sprague-Dawleyラット(10週齢)21匹(日本SLC、

静岡、日本)を使用した。ラットは 22±3℃の温度下で、12 時間ごとの明暗サイ

クル下にて管理された。本実験は神奈川歯科大学動物倫理委員会の承認番号 15-

046番を得て、定める動物実験指針を遵守して行った。 

ラットをコントロール群(コントロール群；n = 7)、拘束ストレスのみの群(ス

トレス群；n = 7)、拘束ストレス中にチューイングをさせた群(チューイング群；

n=7)の 3 群に分けた。コントロール群には拘束ストレスを与えなかった。スト

レス群とチューイング群は、確立されたプロトコールに従って急性ストレスの

一つである拘束ストレスを負荷した 4,5)。拘束ストレスは、各ラットを仰臥位に

置き、革ベルトを用いて木製ボード(18cm×25cm)に四肢を固定することによっ

て与えられた。前肢は革ベルトで体の正中線に対して 45°の角度で、後肢は正中

線に対して 135°の角度で固定した。拘束ストレスをかける時間は過去の論文を

参考にして 30分間とした 12,13)。ストレス群のラットは 30分間この位置に維持

されたが、チューイング群のラットは 30分間の拘束ストレス中に木製の棒を噛

ませた。ストレス群とチューイング群は、拘束ストレスの直後に灌流固定した。 

2）免疫組織化学 
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免疫組織化学は我々の通法通り 14)、ペントバルビタールナトリウム(35mg / kg

腹腔内投与、和光純薬工業株式会社、大阪、日本)を用いてラットを深く麻酔し、

0.9％NaClにて経心的に灌流した。次いで 4％パラホルムアルデヒドと 0.1Mリ

ン酸ナトリウム緩衝液(PB、pH6.9)中に 0.2％ピクリン酸を溶かしたもので灌流

固定した。剖出により脳を迅速に摘出し、同じ固定液中に 4℃で 1日間さらに滲

漬し、後固定をした。PBで洗浄し、20％スクロースに浸漬した後、試料を凍結

ステージを備えたスライド式ミクロトームを用いて厚さ 20m の横断切片を作

成し 3 枚に 1 枚の切片をすべて集め、フリーフローティング法により免疫染色

した。切片を 0.9％NaClを含有する 0.1M PB (pH7.4; PBS)中で一晩洗浄した。

1 次抗体として rabbit polyclonal antibody against phosphor-p44/42 MAP 

kinase (ERK 1/2, lot number #9101, Cell Signaling Technology Inc., Denbers, 

MA,USA)を使用した。この抗体は、リン酸化した ERK1、ERK2 を検出する。

抗体は希釈倍率 1:1,000 で 1％ウシ血清アルブミン(BSA)と 0.3％Triton X-100

を含む PBS (PBS-BSAT)で希釈し、切片はこの溶液で 4℃、3日間反応させた。

PBS で洗浄した後、 2 次抗体 (biotinylated goat anti-rabbit IgG; Vector 

Laboratories,Burlingame, CA,USA)を希釈倍率 1：100で PBS-BSATに希釈、

室温で 1時間反応させた。切片を再び PBSで洗浄後、avidin-biotin-horseradish 

peroxidase complex (ABC; Vector Laboratories)を希釈倍率 1: 100 で PBS-
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BSATに希釈、室温にて 30分反応させた。PBSで最終洗浄後、切片を 0.02% 3, 

3’diaminobenzidine tetrahydrochloride(DAB)、0.005% hydrogen peroxideを

含む 0.05M Tris-HClバッファー(pH 7.4)で 5～10分間反応させた。切片は、一

般的な組織学および脳領域の同定のために、チオニンでわずかに対比染色した。

次いで、切片をアルコールで脱水し、キシロールで透徹しマリノール(Muto Pure 

Chemicals、東京、日本)で封入した。 

3）pERK免疫陽性細胞数 

G. Paxinos and C. Watsonのラット脳アトラスを参照し、島皮質の同定はブ

レグマ-3mm より吻側で腹外側の大脳皮質のうち、背外側に隣接する第一次体

性感覚野にみられる 6層構造の層が減少する領域と定めた(Fig. 1)15)。前部島皮

質としてはブレグマよりおおよそ+ 2.52mm〜+ 2.12mmの領域から、後部島皮

質としては-0.12mm〜-0.48mm の領域から、1個体につきそれぞれ 6枚の切片

を用いて免疫陽性細胞をカウントした。顕微鏡倍率 100倍(接眼レンズ 10倍×対

物レンズ 10倍) で観察しながら細胞数をカウントした。島皮質領域細胞数の全

ての値は平均値±SDである。Kruskal-Wallis検定を実施し、Steel-Dwass法に

従い、p <0.05をもって免疫陽性細胞数の差を有意とみなした。 

 

 



6 

 

結果 

前部島皮質では、pERK免疫陽性細胞、14±9個がコントロール群で観察され

た(Fig. 1A)。ここでの免疫陽性細胞体は主に円形から紡錘形を呈していた。免疫

陽性線維は免疫陽性細胞体から伸び出ているものが主であった。免疫陽性線維

の染色性は細胞体と比較し乏しかった。細胞体は密集する傾向にあった。ストレ

ス群では、コントロール群と比較して、より多数の pERK免疫陽性細胞、32±13

個が観察された(Fig. 1B)。コントロール群と比較して有意に多数であった(p 

<0.01) (Fig. 2)。ストレス群の免疫陽性細胞体は紡錘形から多角形を呈していた。

免疫陽性線維は免疫陽性細胞体からコントロール群のように伸び出るものもあ

れば、免疫陽性線維単独で存在するものも認められた。ストレス群の免疫陽性細

胞の染色性はコントロールと比較し、濃染していた。 

ストレス群の細胞体は密集性がコントロール群よりも強かった。チューイン

グ群では、pERK免疫陽性細胞、7±6個が観察された(Fig. 1C)。これはコントロ

ール群およびストレス群の pERK 免疫陽性細胞数と比較すると、統計学的な有

意差を持って少なかった(Fig. 2)。チューイング群の免疫陽性細胞体は三角形か

ら紡錘形を呈していた。免疫陽性線維は細胞体から伸び出るものはあまり確認

されず、確認できるものの長さは短かった。多くの免疫陽性線維が単独で存在し

ていた。免疫陽性細胞体の染色性と対比し、免疫陽性線維の染色性の方が強く観
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られた。チューイング群の免疫陽性細胞体の分布は散在性であった。 

後部島皮質では、pERK 免疫陽性細胞、16±11 個がコントロール群で観察さ

れた(Fig. 1D)。ここでの細胞体は主に紡錘形を呈していた。免疫陽性線維はご

くわずかであった。免疫陽性細胞体の分布は散在している傾向にあった。ストレ

ス群では、コントロール群と比較して、より豊富な pERK免疫陽性細胞、35±19

個が後部島皮質で観られた(Fig. 1E)。この細胞数はコントロール群と比較し有

意に多数であった(p <0.01)。免疫陽性細胞体は紡錘形から多角形を呈していた。

免疫陽性線維は細胞体から伸びるものはほとんど確認できず、細胞体単独で存

在する傾向にあった。免疫陽性線維の染色性はやや乏しかった。チューイング群

では、pERK免疫陽性細胞、11±7個であった(Fig. 1F)。チューイング群の pERK

免疫陽性細胞数は、ストレス群と統計学的な有意差を持って少なかった(Fig. 3)。

チューイング群の免疫陽性線維はコントロール群と類似していた。免疫陽性細

胞体の分布は散在し、染色性は弱い傾向にあった。 
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考察 

1809 年に Reil の研究によって学術的に取り上げられた insula は今日でもそ

の名を使用されている 16−18）。島皮質は前頭弁蓋部とともに第一次味覚野として

機能するが 19)それだけにとどまらず、今日その複雑な機能が明らかにされてい

る。島皮質は前頭葉、側頭葉、頭頂葉と双方向性の神経線維連絡をもち、大脳辺

縁系に属す扁桃体、海馬、帯状回とも神経線維連絡をもつ 20）。また、島皮質内

での神経線維連絡も多くみられる 20）。このような神経回路網の存在を基に、島

皮質は感覚の統合領域、すなわち多重知覚収束の場と考えられている 21)。この

ことは味覚、嗅覚、視覚、聴覚、触覚、痛覚などの諸感覚の統合、または融合を

担う脳部位であることを示唆する。また、島皮質の刺激により自律神経系の変動

が誘発されることから、島皮質が自律神経系の制御を担う脳部位とも考えられ

ている 22)。 

我々はこれまで、視床下部、海馬、扁桃体において、チューイングがストレス

軽減効果を持つことを明らかにしてきた 4-8, 23）。本研究により、これら視床下部、

海馬、扁桃体の上位中枢と考えられる島皮質においても、拘束ストレス下でのチ

ューイングはストレス誘導性の pERK 免疫陽性細胞の増加を抑制することが明

らかになった。このことはチューイングのストレス軽減効果は大脳辺縁系を構

成する脳領域のみならず、それらの上位中枢に位置する脳部位においても効果
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を示していることを示唆する。 

 島皮質は島中心溝により前部と後部に分けられ、胎生期における島皮質の溝

の形成は、右島皮質が左島皮質に先行する 24, 25)。今日、前部島皮質と後部島皮

質の機能分化が知られている。一般に前部島皮質は情動関連野と考えられ、後部

島皮質は感覚運動関連野と考えられている 26-28)。また、前部島皮質はパニック

発作を示す患者で活動増強を示し 29)、後部島皮質は心血管系の制御に関与する

ことが示唆されている 30）。本研究ではチューイングによる拘束ストレス誘導性

pERK 免疫陽性細胞増加の抑制は前部島皮質でより著明であった。このことは

チューイングのストレス抑制効果は前部島皮質の機能、すなわち情動形成過程

に関連した神経回路の方に強く作用することを示唆する。 

夜間行われるチューイング、つまりブラキシズムは機能的な目的ではなく不

随意性の歯ぎしりやグラインディングとの定義がある 31)。近年、不随意性のチ

ューイングはストレス対応の生理機構であると示唆されている 32)。対照的に随

意性のチューイングはストレス応答を調節しているという報告がある 4-7)。スト

レスは神経伝達物質、神経ペプチド、ホルモンの変動を引き起こす 33)。拘束ス

トレス下におけるチューイングが血中ストレスホルモンであるコルチコステロ

ンや副腎皮質刺激ホルモンのストレス誘導性増加を抑制する 34）。先に述べたよ

うに、島皮質は自律神経系の制御に関わる領域であり、これら末梢器官領域での
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チューイングによるストレス軽減効果は島皮質、並びに島皮質と神経線維連絡

を持つ扁桃体や視床下部における軽減効果の総和として表出している可能性が

示唆される。また、島皮質は心臓制御を含めた内臓運動、内臓知覚に関与してい

る 35)。このことはチューイングが島皮質を経て内臓運動や内臓知覚に影響を与

える可能性が示唆される。 
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結論 

本研究で我々は、拘束ストレスは前部島皮質、後部島皮質において pERK 免

疫陽性細胞を増加させること明らかにした。さらに、拘束ストレス中のチューイ

ングはストレス誘導性免疫陽性細胞の増加を抑制した。特に前部島皮質での抑

制が顕著であった。島皮質は、扁桃体や前帯状回、海馬などと神経連絡をもち多

重知覚収束の場として示唆される一方で、心臓制御を含めた内臓運動、内臓知覚

に関与する極めて重要な脳領域の一つである。従って、チューイングは島皮質を

通してもストレス感受性を調節している可能性が示唆された。 
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図 

Figure 1. 

前部島皮質(A,B,C)、後部島皮質(D,E,F)の pERK免疫陽性細胞を示す写真。 

コントロール群(A,D)、ストレスのみの群(B,E)、ストレスチューイング群(C,F)。

ストレスチューイング群(C,F)では免疫陽性細胞のストレス誘導性増加(B,E)を

抑制することに注目。チオニンで対比染色。矢頭は免疫陽性細胞を示す。 

オリジナル倍率 100倍; スケールバー＝100m 

前部島皮質(AIC; G)および後部島皮質(PIC; H)の脳部位を示す模式図。 

ac: anterior commissure; Acb: accumbens nucleus; AIC: anterior insular 

cortex; CPu: caudate putamen; Hy: hypothalamus; PIC: posterior insular 

cortex; S: septum; S1J: primary somatosensory cortex, jaw region; S2: 

secondary somatosensory cortex 

 

Figure 2. 

前部島皮質における pERK免疫陽性細胞数。 

左から順にコントロール群、ストレスのみの群、ストレスチューイング群を表す。

カラム上の直線はそれぞれの標準偏差を示す。 
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Figure 3. 

後部島皮質における pERK免疫陽性細胞数。 

左から順にコントロール群、ストレスのみの群、ストレスチューイング群を表す。

カラム上の直線はそれぞれの標準偏差を示す。 
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Figure 1. 

前部島皮質(A,B,C)、後部島皮質(D,E,F)の pERK免疫陽性細胞を示す写真。コ

ントロール群(A,D)、ストレスのみの群(B,E)、ストレスチューイング群(C,F)。

ストレスチューイング群(C,F)では免疫陽性細胞のストレス誘導性増加(B,E)が

抑制されていることに注目。チオニンで対比染色。矢頭は免疫陽性細胞を示

す。オリジナル倍率 100倍; スケールバー＝100m 

前部島皮質(AIC; G)および後部島皮質(PIC; H)の脳部位を示す模式図。 

ac: anterior commissure; Acb: accumbens nucleus; AIC: anterior insular 
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cortex; CPu: caudate putamen; Hy: hypothalamus; PIC: posterior insular 

cortex; S: septum; S1J: primary somatosensory cortex, jaw region; S2: 

secondary somatosensory cortex 
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Figure 2. 

前部島皮質における pERK免疫陽性細胞数。 

左から順にコントロール群、ストレスのみの群、ストレスチューイング群を表

す。カラム上の直線はそれぞれの標準偏差を示す。 
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Figure 3. 

後部島皮質における pERK免疫陽性細胞数。 

左から順にコントロール群、ストレスのみの群、ストレスチューイング群を表

す。カラム上の直線はそれぞれの標準偏差を示す。 
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