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研究成果の概要（和文）：【目的】Toll-like receptor 4 agonistであるmonophosphoryl lipid A(MPL)を用いた選択
的MyD88非依存経路活性によるpharmacological preconditioning(PPC)の可能性について検討した。【方法】MPLを前投
与したC57BL/6Jマウスに肺虚血再灌流(LIRI)を負荷し肺障害及び細胞内シグナル活性を測定した。【結果】MPL投与でL
IRIは有意に抑制され、ischemic preconditioningと同等であった。【結語】MPLを用いた選択的MyD88非依存経路の活
性よるPPCの可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we evaluate the effect of monophosphoryl lipid A (MPL), an 
agonist of Toll-like receptor 4 (TLR4), on lung ischemia-reperfusion injury (LIRI), especially whether 
MPL affect pharmacological preconditioning (PPC) through a MyD88-independent signaling to protect against 
LIRI. C57BL/6 mice received MPL prior to 60 minutes of ischemia of their left lungs, followed by 180 
minutes of reperfusion. Response to injury was quantified by tissue MPO activity, vascular permeability, 
and BAL expression. Lung homogenates were also analyzed for activation of MyD88, TRIF, and NF-κB. 
Pretreatment with MPL resulted in the development of a significant smaller LIRI. Instead of MyD88 
activation, a strong activation of TRIF, leads to NF-κB activation in MyD88-independent signaling, is 
showing before LIRI same as ischemic preconditioning. We conclude that an activation of TRIF, which are 
associate proteins of TLR4, would regulate a role of NF-κB to preserve lung function.

研究分野：呼吸器外科学
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１．研究開始当初の背景 
我々はこれまでマウス心筋虚血再灌流モデ
ルにて肺虚血再灌流障害(LIRI)の発症機序に
おける Toll-like receptor 4 (TLR4)の関与を明
らかにしてきた。 TLR4 	 mutant マウス
(C3H/HeJ)及び TLR4 antagonist (eritoran)を用
いた検討ではリン酸化 JNK、NF-κB、AP-1活
性の抑制の結果、有意な梗塞範囲の縮小を認
めた(Chong AJ, Shimamoto A, Hampton CR, et 
al. Toll-like receptor 4 mediates 
ischemia/reperfusion injury of the heart. J Thorac 
Cardiovasc Surg 128(2):170-9,2004、Shimamoto 
A, Chong AJ, Yada M, et al. Inhibition of 
Toll-like receptor 4 with eritoran attenuates 
myocardial ischemia-reperfusion injury. 
Circulation 114[1 Suppl]:I210-4,2006)。一方、
TLR4/ Toll-like receptor 2 (TLR2)/MyD88 
knock-out (KO)マウスを用いた検討において
「30分間虚血＋120分間再灌流」ではいずれ
の KO マウスでも wild type(WT)マウス
(C57BL/6)と比較して有意な梗塞範囲の縮小
を認める一方で、「60 分間虚血＋120 分間再
灌流」では MyD88 KOマウスのみWTマウス
と比較して有意な梗塞範囲の縮小を認めた
が、この結果について具体的考察を行うこと
が出来なかった。しかし、TLR4/TLR2からの
シグナル伝達経路として既知の MyD88 を経
由し NF-κB に到る経路 (MyD88-dependent 
signaling, Figure 1)に加え、MyD88を経由せず
に NF-κB に到る経路 (MyD88-independent 
signaling, Figure 2)が発見されたことで
(Takeda K, Akira S. TLR signaling pathways. 
Semin Immunol;16:3-9,2004)、このシグナル伝
達経路の相違が NF-κBの cytoprotective 
/cytodestoractive 作用の振り分けに関与して
いるのではないかと仮定した。 

 
そこで、これら心筋虚血再灌流障害の研究の
成果を応用し、LIRI の発症機序における
TLR4 を介した細胞内シグナル伝達経路の解
明を試みた。まず、TLR4 KOマウスを用いて
LIRI モデル(60 分虚血+180 分再灌流)を作製
したところ、リン酸化 JNK、NF-κB、AP-1活
性の抑制の結果、有意な肺障害の抑制が認め
られ、虚血再灌流障害の発症機序における
TLR4の関与が示唆された(Shimamoto A,  

 
Pohlman TH, Shomura S, et al. Toll-like receptor 
4 mediates lung ischemia-reperfusion injury. Ann 
Thorac Surg 82:2017–23, 2006)。さらに、WT
マウス及び TLR4/MyD88/TRIF 各 KO マウス
を用いて「60分間虚血＋180分間再灌流」の
LIRI モデル、「5 分間虚血＋5 分間再灌流＋5
分間虚血＋5分間再灌流＋5分間虚血＋5分間
再灌流＋5分間虚血＋5分間再灌流＋5分間虚
血＋5 分間再灌流＋5 分間虚血＋30 分間再灌
流＋60 分間虚血＋180 分間再灌流」の IPC＋
LIRI モデルにて肺障害(PI、MPO 活性)及び
NF-κB活性を測定した。TLR4 KO及びMyD88 
KO では WT と比べ LIRI は有意に抑制され
(PI: P<.001、MPO活性: P<.002)、NF-κB活性
も有意に抑制された(P<.001)。IPC+LIRI にお
いてWT及び MyD88 KOでは LIRIは有意に
抑制されるも、TLR4 KO及び TRIF KOでは
LIRIの抑制を認めなかった。TLR4 を介した
細胞内シグナル伝達において MyD88 依存経
路が LIRIを、MyD88非依存経路が IPCを誘
導することが示された。TLR4から NF-κBに
至るシグナル伝達経路の相違が NF-κB の相
反する作用の振り分けに関与していること
が 示 唆 さ れ た (Shimamoto A, Yajima Y, 
Shomura S, et al. MyD88-independent signaling 
pathway is involved with lung ischemic 
preconditioning. J Heart Lung Transplant 
29(2):S127–S128, 2010)。 
本研究課題ではこれまでの研究成果を基に、
薬剤にて MyD88-independent signalingを選択
的に活性化する pharmacologicalな PC(PPC)の
可 能 性 を 検 討 す る 。 MyD88-independent 
signalingを選択的に活性化する薬剤としては、
TLR4 agonist の内、LPS 及び DNA adjuvant
に着目した。LPS、特に低容量投与は、以前
からも IPC 惹起の可能性が示唆されていた
(Merry HE, Wolf PS, Fitzsullivan E, et al. 
Lipopolysaccharide pre-conditioning is 
protective in lung ischemia-reperfusion injury. J 
Heart Lung Transplant 29(4):471-8, 2010)。 ま
た DNA adjuvant の monophosphoryl lipid 
A(MPL, Figure 3)は LPSの非毒化構造異性体
である(Mata-Haro V, Cekic C, Martin M, et al. 
The vaccine adjuvant monophosphoryl lipid A as 
a TRIF-biased agonist of TLR4. Science 

 

Fig 1. TLR-mediated MyD88-dependent signaling 

 

Fig 2. TLR-mediated MyD88-independent signaling 



316(5831):1628-32, 2007)。 

 
LIRI は肺移植の現場では極めて重大な問題
で、先日もドナー肺が摘出されレシピエント
に移植されるまでに 6時間を要した症例で重
篤な LIRIが発症した。また、今後予想される
ドナー不足に対応するべく心停止後摘出ド
ナー肺の臨床応用においても乗り越えなけ
ればならないハードルの 1つである。これら
の問題解決に対して PPC の確立は急務であ
る。 
 
２．研究の目的 
肺移植におけるドナー肺長期保存を可能に
すべく、LIRIの発症機序における TLR4の役
割を明らかにする。特に、TLR4 から NF-κB
に至るシグナル伝達経路の相違(MyD88 依存
経路/ MyD88 非依存経路)による NF-κB の
cytoprotective/cytodestoractive 作用の振り分け
を利用した PPCの可能性について検討する。 
① 低容量 LPSでMyD88非依存経路を選択

的に活性化が可能かどうか、引いては
PPCが可能かどうかをTLR4以下の細胞
内シグナル伝達機構、転写因子、及び
mRNA発現を系統的に評価する。また、
PPC が作動してあれば至適投与量はど
の程度なのか、副作用はないのかどうか
についても検討を加える。 

② LPSの非毒化構造異性体である MPLを
用いた選択的MyD88非依存経路活性に
よる LIRIの抑制効果を評価し、PPCの
可能性について検討を行う。 

 
３．研究の方法 
《実験①》 
C57BL/6Jマウスに複数濃度の MPLを投与し
TLR4及びその修飾蛋白(MyD88及び TRIF)発
現を Western-blot 法にて測定した。対照とし
て「5分間虚血＋5分間再灌流＋5分間虚血＋
5 分間再灌流＋5 分間虚血＋5 分間再灌流＋5
分間虚血＋5分間再灌流＋5分間虚血＋5分間
再灌流＋5 分間虚血＋30 分間再灌流」の IPC
モデルを用い、MPL の「至適投与量の確定」
に加え、「MyD88非依存経路(TRIF経路)が選
択的に活性化されているかどうか」を評価し
た。 
 

《実験②》 
MPL の至適前投与時間を確定するために、
C57BL/6J マウスに MPL(500 µg/kg)及び生食
を投与しMyD88/TRIF/NF-κB活性の経時変化
を測定した。対照として「5 分間虚血＋5 分
間再灌流＋5分間虚血＋5分間再灌流＋5分間
虚血＋5分間再灌流＋5分間虚血＋5分間再灌
流＋5分間虚血＋5分間再灌流＋5分間虚血＋
30 分間再灌流」の IPC モデルを用いた(IPC
群)。 
 
《実験③》 
MPL(500 µg/kg)及び生食を前投与した
C57BL/6Jマウスに 24時間後「60分間虚血＋
180 分間再灌流」の LIRI を負荷し(投与群/非
投与群)、肺障害(肺胞洗浄液[BALF]中の細胞
数、MPO活性、permeability index[PI])を評価
した。対照として「5 分間虚血＋5 分間再灌
流＋5分間虚血＋5分間再灌流＋5分間虚血＋
5 分間再灌流＋5 分間虚血＋5 分間再灌流＋5
分間虚血＋5 分間再灌流＋5 分間虚血＋30 分
間再灌流＋60分間虚血＋180分間再灌流」の
IPC＋LIRIモデルを用いた(IPC群)。 
	
４．研究成果	
《実験①》 
MPL投与にて TRIFの有意な発現を認めるも
MyD88の有意な発現は認めなかった。経時的
な TRIF 発現は MPL 投与後 24 時間で最高値
となり、また MPL500 µg/kg投与群が他の投
与量群と比較し最も高値となった。その発現
量は conventionalな IPCとほぼ同等であった。 
以上より、MPL投与(至適投与量: 500 µg/kg) 
24 時間にて IPC とほぼ同等な選択的 MyD88
非依存経路の活性化を認めた。 
  
《実験②》 
MPL 投与群では非投与群と比べ投与 24 時間
において TRIF及び NF-κBの有意な活性化を
認めた(P<.05)。これらの結果は IPC群とほぼ
同等であった。以上より、MPLの至適前投与
時間を LIRI負荷前 24時間とした。 
 
《実験③》 
MPL 投与群では非投与群と比べ LIRI は有意
に抑制された(BALF中の細胞数: P<.05[Figure 
4]、MPO活性: P<.01[Figure 5]、PI: P<.05[Figure 
6])。同時に MPL 投与群では非投与群と比べ
LIRI負荷直前で TRIF及び NF-κBの有意な活
性化を認めた(P<.05[Figure 7])。これらの結果
は IPC群とほぼ同等であった。 
以上より、MPLを用いた選択的 MyD88非依
存経路(TRIF 経路)の活性よる PPC が確立さ
れた。また、MPLによる PPCは late phase PC
の可能性が示唆された。 
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