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研究成果の概要（和文）：MANFは小胞体ストレスにより誘導されるタンパクであり、海馬では神経保護的な作用
を示す。本研究では末梢神経損傷後の一次知覚神経における小胞体ストレスとMANF発現の関係を調査した。ラッ
トSNLモデルを作成し、痛覚過敏を行動解析により調査するとともに、L4、L5神経節を採取して小胞体ストレス
マーカーとMANFの発現を定量した。
ERストレスマーカー、MANFともに神経損傷により増加した。ERストレス阻害剤pifithrinは痛覚過敏とMANFの発
現が抑制し、神経損傷後のERストレスがMANFを介して神経障害性痛に関与している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：MANF is induced by ER stress and acts protectively in the hippocampus.  In 
this analysis, we investigated the expression of MANF and pain hypersensitivity after the peripheral
 nerve injury. Rats were treated with SNL model. Pain hypersensitivity was assessed by behavioral 
analysis. ER stress marker and MANF expression was analyzed in the DRG.
Expression of ER stress marker and MANF was increased in SNL model. ER stress inhibitor piqfithrin 
reduced pain hypersensitivity and MANF expression after the SNL. Nerve injury induced ER-stress 
might lead to the development of neuropathic pain via MANF expression.
 

研究分野： 疼痛治療医学
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１．研究開始当初の背景 

Mesencephalic astrocyte-derived 

neurotrophic factor (MANF)は 2003 年に発

見された神経栄養因子で、パーキンソン病モ

デルラットにおいてドーパミンニューロン

の細胞死を抑制し、中大脳動脈結紮モデルの

虚血領域を減少させる神経保護作用を持つ。

MANF は ER ストレス応答性を持ち、アストロ

サイトの ER ストレスを軽減させ、炎症性サ

イトカインの放出を抑制することが知られ

ている。末梢神経損傷や糖尿病性神経症では

知覚神経とともにグリア細胞が活性化し、炎

症性サイトカインなどを分泌して神経障害

性痛を発病することが知られている。グリア

細胞を活性化させる外的因子として ATP や

CXCL3、HMGB-1 などのシグナルの存在が知ら

れているが、グリア細胞内で生じる変化は不

明である。 

２．研究の目的 

(1) 神経障害性痛モデルの脊髄後角および

一次知覚神経における ER ストレスの状態と

MANF の発現を明らかにする。 

(2) MANF を髄腔内に投与し、未処置ラットお

よび神経障害性痛モデルラットの痛覚閾値

の変化を観察、痛覚過敏への効果を明らかに

する。 

(3) MANFを神経障害性痛モデルラットに投与

し、脊髄後角におけるグリア細胞の活性化と

ER ストレスが抑制されるか明らかにする。 

３．研究の方法 

(1)神経障害性痛モデルにおけるERストレス

応答の状態と MANF の発現解析 

①モデル動物の作成 

雄性 SD ラットを用いる。神経障害性痛モデ

ルとしてラット脊髄神経結紮 (SNL)モデル

と糖尿病性神経症（ストレプトゾトシン投

与:STZ）モデルを作成する。 

②ER ストレス応答の評価 

これらのラットより後根神経節と脊髄後角

を採取する。組織を処理し mRNA とタンパク

を抽出、リアルタイム PCR ならびにウェスタ

ンブロッティングによって GRP78、CHOP、

sXBP1 など、ER ストレス発生時に増加する遺

伝子を定量する。処置後の時系列に沿って定

量し、それぞれのモデルにおいて痛覚過敏が

発現するタイミングと ER ストレス応答活性

化の時期の関係を明らかにする。組織切片を

作成し、免役組織化学法を用いて GRP78、CHOP、

sXBP1 を発現する細胞を同定する。脊髄組織

においては二重組織化学法を用いて、陽性細

胞が神経（NeuN 抗体陽性）、アストロサイト

（GFAP 陽性）、マイクログリア（OX42 陽性）

のいずれであるかを確認する。 

③MANF の発現解析 

ラット SNLモデルおよび STZモデルより後根

神経節と脊髄後角を採取する。我々は MANF 

遺伝子の発現量をリアルタイムPCRで測定す

る系を確立しており、これらの組織に応用す

る。同時にウェスタンブロッティングによっ

て MANF タンパクを定量する。さらに、これ

らの組織から切片を作成し免疫組織化学法

によって組織学的に MANF 陽性細胞を検出す

る。発現の解析は MANF だけでなくその相同

体である CDNF についても施行する。 

(2) MANF 投与による痛覚閾値の変化 

雄性 SD ラットを用いる。髄腔内に PE10 カニ

ューレを挿入し髄腔内への薬剤投与を可能

にする。カニューレ挿入後 MANF を投与し、

経時的に痛覚閾値を測定する。痛覚閾値は熱

刺激（radiant heat 刺激）と機械刺激（von 



Frey 刺激）を用いる。 

(3)ER ストレス刺激剤による痛覚閾値の変化 

ERストレス刺激剤であるTunicamycinを投与

し、経時的に痛覚閾値を測定する。痛覚閾値

は熱刺激（radiant heat 刺激）と機械刺激

（von Frey 刺激）、冷刺激（acetone 刺激）

を用いる。後根神経節や脊髄後角を採取して

mRNA を抽出し、リアルタイム PCR や免疫組織

化学法により GRP78、CHOP、sXBP1 など、ER

ストレス発生時に増加する遺伝子を定量す

る。 

(4) ER ストレス抑制剤による痛覚過敏と

MANF 発現の変化 

ER ストレス抑制剤である Salubrinal を SNL

モデルまたは STZ モデルラットに投与し、経

時的に痛覚閾値を測定する。痛覚閾値は熱刺

激（radiant heat 刺激）と機械刺激（von Frey

刺激）、冷刺激（acetone 刺激）を用いる。後

根神経節や脊髄後角を採取して mRNA を抽出

し、リアルタイム PCR や免疫組織化学法によ

り GRP78、CHOP、sXBP1 など、ER ストレス発

生時に増加する遺伝子を定量する。同時に

MANF の発現も評価する。 

４．研究成果 

(1)神経障害性痛モデルにおけるERストレス

応答の状態と MANF の発現解析 

ラットに SNL モデル、STZ モデルを作成し、

行動解析により痛覚過敏が生じていること

を確認した。脊髄および後根神経節を採取し

て両モデルにおける ER ストレスタンパクの

発現を定量した。 

SNL モデルにおいては、処置 1-3 日後の後根

神経節において GRP、CHOP、sXBP1 の発現が

増加していることをリアルタイムPCRにより

確認した（図）。免疫組織化学法により、GRP、

CHOP、sXBP1 は後根神経節の一次知覚神経に

発現していることが明らかとなった。 

一方、脊髄組織においては GRP、CHOP、sXBP1

の発現に変化を認めなかった。STZ モデルに

おいては、後根神経節および脊髄において、

GRP、CHOP、sXBP1 の発現は変化しなかった。 

SNL モデルにおいて、後根神経節における

MANF の発現は増加した。後根神経節において、

MANF は一次知覚神経に発現していた。脊髄に

おける MANF の発現に変化は認めなかった。

STZ モデルにおいては、後根神経節や脊髄の

MANF 発現に変化は生じなかった。 

(2) MANF 投与による痛覚閾値の変化 

髄腔内に留置したカテーテルから MANF を投

与し、投与後の痛覚過敏の有無について行動

解析を行った。しかしながら、機械刺激・熱

刺激に対する応答に変化を認めず、痛覚受容

に対する MANF の影響はあきらかではなかっ

た。 

(3)ER ストレス刺激剤による痛覚閾値の変化 

慢性痛モデルにおける GRP、CHOP、sXBP1 の

発現変化より、後根神経節細胞の ER ストレ

スが慢性痛と関連することが示されたため、

ERストレス刺激剤Tunicamycinを後根神経節

近傍に投与して行動解析を行い、痛覚閾値の

変化を調べた。Tunicamycin 投与後には機械

刺激、熱刺激、冷刺激に対する応答の亢進が

生じ、痛覚過敏を来していることが明らかと



なった（図）。Tunicamycin 投与後には後根神

経節における GRP の発現は上昇していた。 

(4) ER ストレス抑制剤による痛覚過敏と

MANF 発現の変化 

SNL モデルに ER ストレス抑制剤である

Salubrinal を投与し、行動解析を行って痛覚

閾値の変化を調べた。Salubrinal 投与群では

SNL による痛覚過敏が有意に抑制された（図）。

Salubrinal 投与群における後根神経節での

CHOP 発現は有意に抑制された。 
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