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Ⅰ．はじめに

　神経新生（Neurogenesis）は，細胞増殖，生存，
遊走，分化から成り立っている。成長するにつれて
神経新生量は減少していくと考えられていたが，海
馬や脳室下帯では実際には大人になってからも脳内
で新たな神経細胞が生まれる「神経新生」という現
象が続くことが確認されている１～３）。神経新生の明
確な役割は解明されていないが，海馬（hippocampus）
での神経新生は，学習や記憶に重要な役割を果たし

ていることが示唆されている４）。これらの先行研究
においては，神経発生が増加することが確認されて
いる。また海馬や記憶に関する研究では，クラシッ
ク音楽やノイズによる聴覚刺激が，ラットの海馬神経
細胞の新生に影響を与えることも示唆されている５）。
さらにラットの前足底の感覚脱失により学習及び記
憶の発達が損なわれることも示唆されている６）。ま
た軟らかい餌を摂取したラットに比べ，硬い餌を摂
取したラットのほうが，記憶力（回避）テストに有
意な差がみられた７）。軟らかい餌を長期間摂取する
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ことで，記憶力テストの成績低下や海馬神経細胞新
生が有意に減少するという報告８～10）など，多岐にわ
たっている。また，海馬での神経新生の制御因子に
対して，豊富な環境下での飼育や運動が有効である
ことも報告11～13）されている。つまり，神経細胞の新
生は，神経系の活動の程度に依存して増えたり減っ
たりする。一方，舌には感覚情報の中枢への投射が
多く存在するとされているが，舌刺激（感覚刺激）
と中枢神経系，特に海馬との関連性に関する報告は
無く，まだ解明されていない。
　よって本研究では，ラットの舌への刺激が記憶力
に及ぼす影響を行動学的手法及び分子生物学的手法
を用いて解明することで，舌から脳に伝えられる体
性情報の意義を明確にし臨床応用への生理学的基盤
を構築することを目的とした。

Ⅱ．対象および方法

１．実験動物
　実験動物には，ホルモンの影響を排除するため，
Wistar 系雄性ラット（体重約220～250g）33匹を用
いて①コントロール群（n=10），②0.28 newton（N）
舌刺激群（n=12），③0.73 N 舌刺激群（n=11）の
３群に分け，舌への刺激が中枢神経に及ぼす影響を
調べた。ラットは市販の飼料（CE-2, 日本クレア）
および水を自由に摂取させ，動物舎の照明は12時間
ごとに明暗のコントロールをし， 室温25.0℃，湿度
55±5％の条件下で飼育した。動物の飼育および実
験に関しては熊本保健科学大学実験規則を遵守した

（動 16－005）。

２．舌刺激法
　ラットの舌への触・圧覚刺激に関しては，鼻鏡を
用いて開口させ，受容野は舌尖部及び舌縁部を選択
し１日１回，１回あたり９回の頻度で１ヶ月間持続
的に刺激した。各強度は，SW 知覚テスター（von 
Frey 装 置 を 改 良 し た 製 品 Semmes-Weinstein 
monofilament tester, Smith & Nephew 社製）を用
いた。先行研究14）を参考にして，刺激群では0.28N
と0.73 N の強度を選択して実施した。コントロー
ル群では，鼻鏡による開口のみを行った。また，細
胞の増殖を確認するために，舌を刺激する１時間前
に腹腔（I.P. Injection）に毎日１回100 mg/kg の
BrdU を投与した。

３．８ 方 向 放 射 状 迷 路 試 験（Eight-Arm Radial 
Maze Test）

　実験にあたり，ラットの学習と記憶を評価するた
めに床上60cm の位置に８角形の中央プラット
フォームは，直径28cm，側壁高18cm と８本のアー
ムは，長さ43cm ×幅11cm となるアクリル製高架
式方向迷路を作製し，試験を実施した（図１）。ま
た外部の景色による影響を一定にするため，床から
90cm の高さまで灰色のプラスチック板で四方を囲
み，各面にはラットから見えるように四角，丸，星，
三角の模様をそれぞれ描いた。さらに中央プラット
フォーム直上で床上190cm の位置に定点カメラを
設置して観察を行った。装置順化のため１週間の適
応期間の後，刺激開始３日前より水探索学習に関す
る事前学習を行った。３日目に事前学習終了後， ８
方向放射状迷路試験 を行った。その後舌刺激を１ヶ
月間継続した。１ヶ月間の舌刺激後，８方向放射状
迷路試験を行った。先行研究では先端部分に餌を設
置していたが，本研究では，嗅覚による影響を排除
するため水を用いて実施した。水の設置は，８方向
すべての先端に直径３cm，深さ１cm の白い蓋を設
置し，８本のアームのうち４本のみに水を50μℓ入
れ，残りの４つの蓋には，水を入れないで開始した。
実験に際しては，開始24時間前より水分制限を実施
した後に，水を探索する行動を観察・分析し，所要
時間，Working memory error（WME），全選択数，
Reference memory error（RME）を計測し空間認
知機能の指標とした。なお，所要時間に関しては最
大で８分間とした。

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図 1. 8 方向放射状迷路 

 

 

図１．　８方向放射状迷路
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４．Step-down inhibitory avoidance （step-down） 
試験

　１ヶ月間の舌刺激後，８方向放射状迷路試験を
行った後，短期記憶の評価のために step-down 試
験を実施した．Step-down 試験では，50cm ×25cm
×30cm の透明なアクリル製ボックスを用いた。こ
のボックスの右側に 5×12×25cm の長さのプラッ
トフォームを備え，左側には2mm 間隔の一連のス
テンレス鋼棒（直径2mm）が配置されている。学
習習得では，ラットを５cm の高さのプラットホー
ム上に置く。ステップダウン待ち時間20秒後，ラッ
トがプラットホーム上から下段のステンレス鋼棒へ
降りて約５秒経過した時に，30V の電気刺激を与え，
これを受けたラットがプラットホーム上へ逃避した
時点で，ボックスから引き引き抜く。試験では，24
時間後，ラットを再びプラットホーム上に置き，プ
ラットホーム上から下段のステンレス鋼棒へ完全に
降りきるまでの時間を latency time として計測した。
この場合にはラットが下段のステンレス鋼棒に降り
てもステンレス鋼棒には電気刺激を与えない15）。

５．免疫組織化学的検査
　１ヶ月後の８方向放射状迷路試験と Step-Down
試験終了後，ペントバルビタール（10㎎ /㎏ , i.p．）
にて麻酔後，腹部を切開した。Phosphate Buffered 
Saline （PBS）を全身血と交換した後，脳標本を作
製 し た。 ラ ッ ト よ り 得 ら れ た 脳 組 織 を ４% 
Paraformaldehyd（PFA）に浸漬し組織固定後，パ
ラフイン包埋し，ミクロトームを用い，６μm の厚さ
で薄切した海馬組織標本を作成した。これら薄切標
本に c-Fos（Anti c-Fos，サンタクルズ）と BrdU

（Anti-BrdU，アブカム）の免疫染色を行った。その
後，顕微鏡用デジタルカメラ（BX51，OLYMPUS）
により20倍の写真を撮影し，Cell Sens Dimension

（Ver1.7, OLYMPUS）を用いて200μm ×200μm 内
にある陽性細胞の数を計測した16）。

６．RT-PCR（Reverse Transcription-Polymerase 
Chain Reaction）法

　RT-PCR 法では，ラットより摘出した海馬部を用
いた。また脳細胞の増加には不可欠な神経系の液性
タンパク質であり，神経細胞の生存・成長・シナプ
スの機能亢進などの神経細胞の成長を調整するとさ
れる脳由来神経栄養因子（BDNF：Brain-derived 

neurotorophic factor）の mRNA 発現を，RT-PCR
法（reverse transcription-PCR）を用いて測定し
た。 ISOGEN（ニッポンジーン）を用いて，海馬
からの mRNA 抽出を行った。精製した mRNA は，
Bio Photometer plus（eppendolf）により濃度を測定，
全ての検体を1000ng/μm に調整した。Prime Script 
TM RT-PCR Kit（Takara Bio）及び Thermal Cycler 
Gene Atlas （Astec） を 使 用 し，Template RNA 
1000ng/μL を用いて，変性・アニ－リング（ 65 ℃ 
5 min）， 逆転写反応 （42℃ 20 min， 95℃ 5 min）に
よ り 合 成 さ れ た cDNA 1 μL を 鋳 型 と し て
primer20μM, TaKaRa EX Taq HS を用い RT-PCR
法を行った。条件を（94℃ 3 min），（94℃ 30 sec, 
58℃ 30 sec,  72℃ 30 sec） 40cycles, （72℃ 10min）
とした。使用したプライマー配列を以下に示す。
　BDNF （増幅サイズ169 bp）
　F-primer 5’- CAAAAGGCCAACTGAAGC -3’,
　R-primer 5’- CGCCAGCCAATTCTCTTT - 3’ 
　GAPDH（増幅サイズ306bp）
　F-primer 5’- CCTTCATTGACCTCAACTAC -3’,
　R-primer 5’- TTCACACCCATCACAAAC - 3’
　BDNF mRNA 発現量は，2% アガロースを用い
て100V 40 min の条件で，アガロース電気泳動を行
い，その後，エチジウム・ブロマイド溶液で染色し，
増幅した DNA のバンドを写真撮影し，photoshop

（ver. 7.0, adobe Systems Software Ireland Ltd）を
用 い て バ ン ド の density を 測 定 し，BDNF と
GAPDH の割合で増減を比較検討した。

７．統計処理
　 データは，平均±標準誤差（S.E.）をそれぞれ算
出した。群間差は，一元配置分散分析をし，事後検
定として Scheffe 検定を用いた多重比較を行った。
なお有意水準は５%（p<0.05）とした。

Ⅲ．結果

１．８ 方 向 放 射 状 迷 路 試 験（Radial arms maze 
test）

　舌刺激による空間学習・作業記憶の変化を測定す
るために，８方向放射状迷路試験を行った。図2A
は，８方向放射状迷路試験の所要時間と Working 
memory error（WME）を示す。所要時間に関し
ては，コントロール群で75.6±8.1秒，0.73N 群では
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54±3.9秒と有意な減少が認められた（P ＜0.05）。
また，0.28N の舌刺激群より0.73N 群で有意な減少
が認められた。WME に関して，コントロール群で
は1.6±0.3回，0.28N 群 で は1.2±0.4回，0.73N 群 で
は0.4±0.1回と，コントロール群と比較して0.73N
群では有意な減少が認められた（P<0.05）（図2B）。
しかし，0.28N 群と0.73N 群の間では有意差は認め
られなかった。

　図３は，全選択数と Reference memory error
（RME）を示す。全選択数（図３A），RME（図３
B）ともに，各群間で有意差は認められなかった。

２． Step-down inhibitory avoidance（step-down）
試験

　短期記憶に対する影響を検討するために Step-
down 試験を行った。コントロール群は58.0±16.8，
0.28N 群では221.5±84.3，0.73N 群では460.1±72.4と，
コントロール群に対し，0.73N 群で逃避時間の有意
な増加が認められた（図４）（P ＜0.05）。しかし，

0.28N 群と0.73N 群の間では有意差は認められな
かった。

３．免疫組織化学染色を用いた c-Fos 陽性細胞の数
　本研究では，細胞活性のマーカーとして c-Fos を
用いた。c-Fos は，c-Fos mRNA がコードするタン
パクであり，他の遺伝子を活性化させる転写因子と
して働くと考えられている。c-Fos が発現した後に，
様々なカスケード反応が続き，リン酸化が起こった
り，細胞の反応が変化していると考えられている。 
図５は c-Fos 陽性細胞の数を示す。 c-Fos 陽性細胞
の数について，コントロール群では16.1±2.5（Aa）
であったのに対し，0.28N 群38.6±4.9（Ab），0.73N
群33.8±4.4（Ac）と，両群ともにコントロール群
と比較して有意な増加が認められた（B）（P ＜0.05）。
しかし，0.28N 群と0.73N 群の間では有意な差は認
められなかった。
　
４．免疫組織化学染色を用いた BrdU 陽性細胞の数
　抗 BrdU 抗体によるラベルされた BrdU の検出

 

図 2. 8 方向放射状迷路試験の所要時間と WME 

Control vs. 0.73N, *:P<0.05; 0.28N vs. 0.73N, $:P<0.05; ns: no significant; 

n=7～8; Mean±S.E. 

図２．　８方向放射状迷路試験の所要時間と WME

Control vs. 0.73N, * : P<0.05 ; 0.28N vs. 0.73N, $ : P<0.05 ; ns: no significant ; n=7～8 ; Mean±S.E.
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図 3. 8 方向放射状迷路試験の全選択数と Reference memory errors(RME) 

n=7～8; Mean±S.E. 

 

 

 

図 4. Step-down 試験 

Control vs. 0.73N, *：P<0.05; ns: no significant; n=7～8; Mean±S.E. 
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n=7～8; Mean±S.E. 

 

 

 

図 4. Step-down 試験 

Control vs. 0.73N, *：P<0.05; ns: no significant; n=7～8; Mean±S.E. 

図３．８方向放射状迷路試験の全選択数と Reference memory errors（RME）

   　    n=7～8 ; Mean ± S.E.

図４．　Step-down 試験

 Control vs. 0.73N, *：P<0.05 ; ns : no significant ; n=7～8 ;　Mean ± S.E.
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図５． c-Fos 陽性細胞

赤い矢印は c-Fos 陽性細胞を示す． Aa：Control ; Ab：0.28N ; Ac：0.73N ; Control 
vs. 0.73N, *：P<0.05 ; n=5 ;　Mean ± S.E.

図６． BrdU 陽性細胞

赤い矢印は BrdU 陽性細胞を示す．Aa：Control ; Ab：0.28N ; Ac：0.73N ; n=5 ;
Mean ± S.E.

 

図 5. c-Fos 陽性細胞 

赤い矢印は c-Fos 陽性細胞を示す． Aa：Control; Ab：0.28N; Ac：0.73N; Control 

vs. 0.73N, *：P<0.05; n=5; Mean±S.E. 

 

 

図 6. BrdU 陽性細胞 

赤い矢印は BrdU 陽性細胞を示す．Aa：Control; Ab：0.28N; Ac：0.73N; n=5; 

Mean±S.E. 

 

図 5. c-Fos 陽性細胞 

赤い矢印は c-Fos 陽性細胞を示す． Aa：Control; Ab：0.28N; Ac：0.73N; Control 

vs. 0.73N, *：P<0.05; n=5; Mean±S.E. 

 

 

図 6. BrdU 陽性細胞 

赤い矢印は BrdU 陽性細胞を示す．Aa：Control; Ab：0.28N; Ac：0.73N; n=5; 

Mean±S.E. 
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は，増殖細胞の検出や DNA 合成の程度を知る上で
有用であるため（Bromodeoxyuridine）BrdU を用
いて実験した。本研究では，細胞の増殖を確認する
ために，舌を刺激する１時間前に，BrdU 100 mg/
kg を毎日１回ラットの腹腔（I.P. Injection）に投
与した。 BrdU 陽性細胞の数について，コントロー
ル 群 で は17.8±2.0（Aa），0.28N 群 で は18.5±2.9

（Ab），0.73N 群では26.5±2.6（Ac）と，コントロー
ル群と比較して0.28N 群・0.73N 群共に BrdU 陽性
細胞の若干の増加を示したが，有意差は認められな
かった（B）（図６）。

５．BDNF mRNA
　成長因子である BDNF mRNA の変化を検討した。
コントロール群に対し，0.28N 群，0.73N 群共に若
干の発現増加を示したが，有意差を検出するには至
らなかった （図７）。

Ⅵ．考察

　 本研究では，舌への触・圧覚刺激が脳の発達と
記憶力に及ぼす影響を行動学的手法，免疫学的手法
を用いて検討をした。
　８方向放射状迷路試験において，コントロール群
に対して0.28N 舌刺激群では所要時間，WME，全

選択数に有意な差が見られなかったが，0.73N 舌刺
激群では有意な減少が認められた。Kim ら５）は，
クラシック音楽とノイズでの刺激でノイズを聞かせ
たラットが，８方向放射状迷路試験のエラー数が増
加したと報告している。Yamamoto ら３）は硬さの
違う餌をマウスに摂取させ，硬い餌を摂取したマウ
スでは，軟い餌を摂取したマウスと比較して空間学
習能力が向上していたこと，また口腔の刺激や聴覚
刺激などの末梢刺激がラットの記憶に影響を及ぼす
ことが報告されており，本研究でもそれを支持する
結果が得られた。 Step-down 試験において，コン
トロール群に対し，0.28N 舌刺激群では潜伏期の有
意な差は見られなかったが，0.73N 舌刺激群におい
て有意な潜伏期の増加が見られた。Utugi７）らは固
い餌を摂取することでの回避テストに有意な差が見
られたと報告している。また Yamamoto ら８），
Aoki ら10）の報告では，軟らかい餌を摂取すること
によってラットの記憶力の低下が見られたとされて
おり，口腔への刺激が，ラットの記憶力に影響を与
えたという点で類似した結果が得られた。
　舌への刺激がラットの海馬の活性化，細胞新生や
成長因子の変化に及ぼす影響を検討した結果，コン
トロール群に対して，舌刺激群で c-Fos の有意な増
加を示唆した。しかし，BrdU 陽性細胞や BDNF 
mRNA の発現量では舌刺激の強度による増加が見

図７． BDNF mRNA

　　　n=4 ;　Mean ± S.E.　

 

 

図 7. BDNF mRNA 
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られたが，有意差はなかった。Utsugi ら７）は硬い
餌を与えたマウスと軟らかい餌を与えたマウスを比
較し，硬い餌を与えたマウスに脳室下帯での c-Fos
陽性細胞，BrdU 陽性細胞が有意に増加したと報告
している。また，Kim ら５）はラットに対してクラ
シック音楽，ノイズでの刺激を行い，ノイズを聞か
せたラットの海馬歯状回で BrdU 陽性細胞が有意に
減少し，クラシック音楽を聞かせたラットは CA1，
CA3にて BrdU 陽性細胞が，有意に増加したと報告
している。小松ら14）は，ラットの三叉神経節におけ
る舌機械受容ニューロンの反応特性を検討し，刺激
強度の増加と共にスパイク頻度が増加したと報告し
ている。今回の結果では，有意差は見られなかった
が，舌刺激の強度で BrdU 陽性細胞の増加に違いが
見られ，舌刺激の強度によって細胞増殖の程度が，
変わる可能性が示唆された。これは，海馬での細胞
増殖が起こることによって記憶力の増強が起こり，
その結果0.73N 群では８方向放射状迷路試験や
step-down 行動試験に有意差が見られた可能性が示
唆される。細胞増殖が少なかった0.28N 群では記憶
力のわずかな増強が起き，８方向放射状迷路試験や
Step-Down 試験に有意な差を認めるまでには，至
らなかったものの，WME や Step-Down 試験に変
化が見られているのではないかと考えられる。また，
BDNF　mRNA は各群において有意な変化を認め
なかったが，Kim ら15）はラットに対して１日30分
のトレッドミル運動を６週間実施し，トレッドミル
運動群において記憶力の増強に加え，BDNF が有
意に増加し，BrdU 陽性細胞が有意に増加したと報
告している。今回の舌刺激による結果では，BrdU
陽性細胞や BDNF mRNA の若干の増加は認めたが，
有意差を認めるには至らなかった。これに関しては，
標本にばらつきが見られたため，標本数を増やして
検討する必要や定量的 PCR の検討も必要があると
思われる。
　舌を刺激することで，その刺激は三叉神経主知覚
枝，視床後内側腹側核，体性感覚野という流れで伝
達されるが，今後はこれらの過程ごとでの検証が必
要となる。また，舌刺激期間の検討，伝道路別の検
討，参照記憶への影響の検討，そしてインスリン様
成長因子（Insulin-like growth factors ：IGF）をは
じめとした他の成長因子での検討も必要と考えられ
る。

Ⅴ．結語

　本研究の結果は，歯磨き等の舌への触・圧覚刺激
が，子供の脳の発達と記憶力，集中力などに影響を
与える可能性と，高齢者には脳の活性化を誘導する
ことで記憶力低下予防，脳虚血と認知症などの脳疾
患の予防と治療などに寄与できると考えられる。
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Influences of tongue stimulation upon spatial memory/
learning ability in rat

Tetsuko TANAKA, Takashi YUKIHIRA, Kentarou NISHI,

Takaaki KUBO, Min-Chul SHIN

Abstract

　The tongue plays an important role in the functions of taste, mastication, swallowing, and 
speech. These functions are due to the tongue’s sensory functions, e.g., taste and somatosensory 
functions, and motor functions. There are many studies on the relationship between the tongue 
and taste, but not well known about another important role of somatosensory of the tongue in rat. 
In the present study, we investigated the effects of tongue stimulation upon spatial memory/
learning ability in rat by using behavioral testing and immunostaining. 0.73 newton （N） tongue 
stimulation decreased the frequencies of both times and working memory errors in a radial arms 
maze test and increased latency time in a step down test. In addition, 0.73N tongue stimulation 
increased the number of c-Fos positive cells in rat hippocampus. Tongue stimulation also slightly 
increased the number of BrdU-positive cells and BDNF mRNA but there was no significant. Based 
on the results, it can be suggest that net increases in hippocampal neurogenesis from sustained 
tongue stimulation are likely a result of hippocampal activation and neuronal differentiation, and it 
could ameliorate the ability of memory/learning in rats. 
   
Keywords : tongue stimulation, memory/learning ability, rat


