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自然免疫による炎症を終息させ,
獲得免疫への移行に重要な役割をはたしている可能性があると考えられた。
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however, receptors and downstream signaling pathways remain to be clarified. We found that IL-32
upregulated PR3, in turn triggering PAR2 signaling. TNFα and type I interferon expression
decreased with siRNA targeting TRIF. Initially IL-32-PAR2-TRIF pathway induce TNFα expression
and latter pathway induces type I interferon expression via IRF. IL-32 signaling gradually increases
type I interferon expression to translate innate to adaptive immunity and terminate acute
inflammation . IL-32-PAR2-TRIF axis may have been gained during the evolution of mammalian
immune systems in order to function not only as an extracellular sensor of bacterial and autologous
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研究成果の概要（和文）：IL-32は単独でも炎症性サイトカインを誘導することができるのみならず、TLRシグナルの作
用を増強する可能性が示唆されているが、これまでIL-32の受容体、下流シグナルは同定されていない。TLR-4の下流に
あるTRIF分子をノックダウンすると、IL-32のTNFαとⅠ型IFN誘導が抑制されることを確認した。IL-32はTLRシグナル
を介して初期にはTNFαをはじめとする炎症性サイトカインの誘導に働くが、その後はIRF系を介して、自然免疫による
初期の炎症を抑える作用があるⅠ型IFNの誘導に働き、自然免疫による炎症を終息させ、獲得免疫への移行に重要な役
割をはたしている可能性があると考えられた。

研究成果の概要（英文）：IL-32 is known to induce various inflammatory cytokines and trigger the TLR 
signaling cascade, however, receptors and downstream signaling pathways remain to be clarified. We found 
that IL-32 upregulated PR3, in turn triggering PAR2 signaling. TNFα and typeⅠ interferon expression 
decreased with siRNA targeting TRIF. Initially IL-32-PAR2-TRIF pathway induce TNFα expression and latter 
pathway induces typeⅠ interferon expression via IRF. IL-32 signaling gradually increases typeⅠ 
interferon expression to translate innate to adaptive immunity and terminate acute inflammation . 
IL-32-PAR2-TRIF axis may have been gained during the evolution of mammalian immune systems in order to 
function not only as an extracellular sensor of bacterial and autologous proteases, but also as an 
interface between innate and adaptive immunity.

研究分野： 膝関節、関節リウマチ
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１．研究開始当初の背景 
IL-32 は Lung carcinoma A549 細胞株に

IL-18 の遺伝子を導入して誘導された新規サ
イトカインで、1992 年にメラノーマの IL-2
療法中に発見された NK4 と一致する分子で
ある(Kim SH et al, Immunity, 2005)。これまで
の諸家の報告により、IL-32 はマウスならび
にヒト細胞において TNFα誘導能をもち、ま
た RA 患者の炎症性滑膜に高発現しているこ
とから RA の病態と深く関わることが示唆さ
れた。一方、リウマチモデル動物においても
IL-32 の関与が証明されており、IL-32 の関節
内投与や過剰発現により進行性の関節炎が
誘導できることも実験的に確かめられてい
る(Shoda H et al. Arthritis Res Ther, 2006)。興味
深いことに TNFα ノックアウトマウスでは
IL-32 を関節内に投与しても関節炎抵抗性で
あることが報告され（Joosten LAB, et al, Proc 
Natl Acad Sci USA, 2006）、IL-32 の主要な作用
は TNFαを誘発することであると考えられて
きた。一方、最近 IL-32 は抗炎症性サイトカ
インの 1 つである IL-10 の誘導効果があると
報告されている(Kang JW et al, Immunology. 
2009)。また IL-32γ 過剰発現トランスジェニ
ック(Tg)マウスを用いた腸炎モデルにおいて、 
初期には強い腸炎が惹起されるが後期には
むしろコントロールマウスに比べて沈静化
する傾向がみられたと報告されている(Choi J, 
et al. Proc Natl Acad Sci U S A. 2010)。これらの
結果は、IL-32 の作用は必ずしも炎症を正に
制御するのではなく、病期によっては炎症を
負に制御する可能性を示唆している。しかし
依然としてその受容体および下流シグナル
の詳細は不明である。 
 
１． 研究の目的 
これまで、インターロイキン(IL)-32 は TNFα
を中心とした炎症性サイトカインの産生を
誘導し、関節リウマチ(RA)、炎症性腸疾患、
閉塞性肺疾患、マイコバクテリウム感染、ウ
ィルス感染等の病態に関与することが明ら
かにされてきた。われわれのこれまでの研究
結果においてもリポポリサッカライド(LPS)
誘導関節炎や敗血症性ショックモデルにお
いて TNFαの産生を介して炎症を増悪するこ
とが確認された。しかし、ごく最近では炎症
初期には TNFαを誘導するが、逆に後期には
炎症を抑制するという抗炎症作用について
も報告されている。われわれの関節リウマチ
患者における血清 IL-32 濃度の測定結果では
CRP, MMP-3,TNFα,IL-6 などの炎症マーカー
とは全く相関しないことが明らかとなった。
したがって、IL-32 は炎症を正に制御するだ
けでなく、時期または量によって負に制御す
る作用も併せ持っていると考えられる。これ
まで IL-32 は toll 様受容体(TLR)のシグナルを
正に制御し、自然免疫系の重要なメディエー
ターであることが定説となっている。しかし、
外界から侵入した病原体に対し急性炎症反
応が活発化した後、これを沈静化させ、獲得

免疫系につなぐ調節的な役割を担う分子の
存在も必要である。本研究では IL-32 の下流
シグナルを解明することで、IL-32 の自然免
疫系と獲得免疫系をつなぐ調節的な作用を
解明し、IL-32 が炎症性関節疾患の治療標的
となり得るのか、または非炎症性の関節疾患
すなわち変形性関節症における新たな治療
標的になり得るのかについて検討する。 
 
 
２． 研究の方法 
（１） IL-32 の Toll 様受容体シグナルへの 
関与と関節炎の病態について 
野生型マウス 2 系統（C57BL/6 および

Balb/C）の膝関節内にリコンビナント IL-32
α（rIL-32α）を注射し、2 週間後の病理組
織学的検討を行い、また滑膜組織を採取し、
TNAαの発現を測定する。さらにシグナル伝
達経路の解明のため、Raw264.7 細胞を用いて、
TLR 下流シグナルである NFκB と MAPKs
（ERK1/2、p38、JNK）のインヒビターと rIL-32
αを加え、24 時間後の上清中の TNFαの量を
測定し、また各分子のリン酸化を調べる。経
時的な炎症性サイトカイン誘導の変化をみ
るため、培養後 24-96 時間での TNFαと IL-10
の量を測定する。 

 
（２）IL-32 下流シグナルの解析 
THP-1 を用いて、IL-32 添加後 Proteinase3

（PR3）の発現量を real time PCR で定量す
る。また PR3 ならびにその下流候補として
Protease activated receptor2（PAR2）、さ
らにTLR4下流分子として知られ、同時にPAR2
の下流にも存在すると報告されている TRIF
の 3分子をそれぞれ siRNA の手法を用いてノ
ックダウンし、IL-32 の TNFαならびに type 
１ interferon（IFN）誘導作用が抑制される
かをreal time PCRを用いて解析する。また、
TLR4 アゴニストである LPS を加えた際の
IL-32γの誘導を real time PCR にて定量す
る。 
 
（３）TLR シグナルが変形性関節症(OA)モデ
ルに及ぼす効果 
OA モデルとして destabilization of 

medial meniscus（DMM）モデルを作成する。
8 週齢雄の TRIF KO、Myd88 KO マウスと野生
型マウス（WT）に OA モデルを作製し、術後
12 週にて病理組織学的検討を行う。また同時
に 膝 関 節 か ら RNA を 採 取 す る 。 TLRs 
signaling PCR array を行い、各 TLR の発現
および MyD88, TRIF(TICAM1), TRAM などのア
ダプター分子の発現をチェックする。 
 
３． 研究成果 
（１）rIL-32αの注射により組織学的にプロ
テオグリカンの消失を認め、また滑膜組織に
よる TNFαの発現上昇を認めた。Raw264.7 細
胞においては IL-32αによる TNFα誘導が NF
κBとERK1/2のインヒビターにより阻害され



た。また Western blot にて、IκB および
ERK1/2のIl-32添加によるリン酸化を確認し
た。また rIL-32α添加 24時間の段階では TNF
αの誘導が有意であるが、その後経時的に
IL-10 の誘導が増加した。IL-32αは NFκ
B/ERK シグナルを介して TNFαを誘導し、プ
ロテオグリカンの消失と滑膜増殖を惹起し、
関節炎の病態に関与すると考えられた。 
 
（２）LPS と IL-32 の共刺激を与えると TNF
αと IL-6 の誘導が亢進したことから、IL-32
は単独でも炎症性サイトカインを誘導する
ことができるのみならず、TLR シグナルの作
用を増強する可能性が示唆された。THP-1 を
用いた実験により、PR3、PAR2、TRIF 分子を
siRNA の手法を用いてノックダウンすると、
IL-32 の TNFα誘導が抑制されることを確認
した。すなわち、IL-32 は TRIF を介して TLR
シグナル下流に入り、TNFαの誘導に寄与す
ると考えられる。他方、TRIF をノックダウン
した系で IL-32 によるⅠ型 IFNの誘導も抑制
された。TRIF の下流に IRF があることから、
IL-32はTRIFを介してⅠ型IFNも誘導する働
きがあると考えられた。 
 IL-32 は TLR シグナルを介して初期には
TNFαをはじめとする炎症性サイトカインの
誘導に働くが、その後は IRF 系を介して、自
然免疫による初期の炎症を抑える作用があ
るⅠ型 IFN の誘導に働き、自然免疫による炎
症を終息させ、獲得免疫への移行に重要な役
割をはたしている可能性がある。 
 
（３）TRIF KO（n=3）、Myd88 KO（n=3）マウ
スを用いて in vivo での検討を行った。術後
12 週の病理組織学的検討にて、Modified 
semi-quantitative grading score を用いて
検討した。Myd88、TRIF それぞれの KO マウス
において WTと比較し OAの進行が抑制された。
TRIF、Myd88 は OA の発症に関与し、増悪させ
ている可能性が示唆された。 
 また、in vitro での実験のために、マウス
EC（Embryonal Carcinoma）細胞由来クロー
ン化細胞株であるATDC5をコラーゲン溶液に
混和し、コラーゲンスキャフォールド（アテ
ロコラーゲンスポンジ MIGHTY, KOKEN）に
細胞を播種し、三次元組織を作製した。作製
した三次元培養組織を力学刺激下で培養す
るため、生体力学刺激培養装置を用いて、圧
縮刺激を加えるための条件の条件を検討し
た。今後、細胞形態、力学負荷による反応か
ら生体軟骨の組織変性を反映する実験モデ
ルの確立を目指していく。 
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