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研究成果の概要（和文）：M－CSFはマクロファージ（MF）の分化・生存、抗炎症性2型MFを誘導する。一方最
近、別のサイトカインIL-32もMF分化を誘導する事が示唆された。本研究ではM-CSFがIL-32の作用に正・負の両
面を有する事を発見した。両者共MF生存を支持、組合せで相加が見られたが、HIV-1複製では反対の作用（M-CSF
で増強・IL-32で阻害）が見られ、IL-32のHIV-1阻害はM-CSFで中和された。この拮抗はIL-32誘導M1表現型では
ないが興味深い事にIL-32誘導M2表現型はM-CSFでむしろ増強された。これら発見はMFでのHIV-1制御、MF生存や
M1/M2比の制御機構解明の上で重要である。

研究成果の概要（英文）：M-CSF stimulates differentiation/survival of macrophages (MF) and induces 
anti-inflammatory M2 but not pro-inflammatory M1 MF. Recently, another cytokine IL-32 was reported 
to promote MF differentiation. Here, we found that M-CSF has additive/inhibitory effects on IL-32 
activities. When added to M-CSF-MF, these cytokines supported MF survival, which was enhanced by 
their combination. However, they had opposed effects on HIV-1 replication; stimulated by M-CSF and 
inhibited by IL-32. Anti-HIV-1 activity of IL-32 was cancelled by M-CSF. Such effect of M-CSF was 
not seen with IL-32-induced M1-like features including high cytokine/chemokine production and CD80 
expression. Of interest, IL-32-treated MF showed also M2-like features including high phagocytosis 
and expression of CD14 and CD163, the latter of which was up-regulated by combination with M-CSF. 
Our findings help to further understand the mechanisms regulating HIV-1 replication in MF, and the 
survival and M1/M2 ratio of MF.

研究分野： 実験血液学・ウイルス学
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１．研究開始当初の背景	 
	 全ての組織に、多様な形で存在する血液細
胞マクロファージは、末梢の単球と呼ばれる
前駆細胞が分化して維持されると考えられ
ている。そして、機能的には炎症性の１型
（M1）と抗炎症性の 2型（M2）に大別される。
そして、その M1/M2 のバランスは炎症や感染
等への宿主防御とその修復過程に重要な事
が明らかとなってきている。	 
	 一方、サイトカインと呼ばれる生理活性蛋
白質群は、これらマクロファージの分化を誘
導する事で、上記の病態過程を間接的に制御
する事も分かってきた。例えば、GM-CSF は 1
型、M-CSF は 2 型を誘導する事が知られてお
り、この中で M-CSF 誘導 2 型マクロファージ
は血管新生や免疫抑制作用等により、むしろ
腫瘍の増殖と悪性化を促進する。つまり、マ
クロファージ分化は様々な病態と密接に関
連し、GM-CSF や M-CSF 等のサイトカインは間
接的に、その過程を制御する。	 
	 大部分の組織マクロファージ分化に必須
である事から、我々は特に M-CSF に着目した
研究を続けてきた（Suzu	 et	 al,	 EMBO	 2000,	 
Blood	 2005,	 Blood	 2008,	 Cell	 Death	 Differ	 
2010,	 J	 Immunol	 2012 他）。しかしながら、
組織毎に形態や機能が異なるマクロファー
ジが果たして、上記 2つのサイトカインだけ
で制御されるとは考えられず、更なる研究が
必要とされてきた。	 
	 
	 
２．研究の目的	 
	 近年、M-CSF や GM-CSF に加え、IL-32 と呼
ばれるサイトカインが単球をマクロファー
ジに分化させる能力を有する可能性が報告
され（文献 1）。IL-32 は活性化した T 細胞や
NK 細胞が高産生する分泌型の蛋白質として
最初に発見された。一方、IL-32 を添加した
場合、単球・マクロファージ系の細胞株が TNF
等の炎症性サイトカインを高発現する事、更
には同じ細胞株を用いた実験で、マクロファ
ージへの分化を促進する可能性も示唆され
た。又、エイズウイルス HIV-1 の増殖を抑制
する可能性も示唆された。しかしながら、こ
れらは全て腫瘍化した細胞株を用いた実験
系で得られた結果であり、ヒト末梢単球や初
代培養マクロファージで検証はされていな
い。そして実際に、IL-32 がどの様なマクロ
ファージを分化誘導するのか、詳細な表現型
解析もなされていないのが現状であった。又、
IL-32 の抗 HIV-1 活性のメカニズムも不明の
ままである。	 
	 他方、IL-32 には幾つかユニークな特徴が
知られている。先ず、ヒトにはあるものの、
マウスにはホモログが存在しない。そして、
既存の蛋白質（サイトカインも含めて）とア
ミノ酸配列上に相同性が全くない。これらの
事実から、IL-32 は M-CSF や GM-CSF と言った
サイトカインとは異なるマクロファージ分
化制御能を有すると予想される。そして、そ

れらはヒトあるいは霊長類に特有のもので
ある可能性も示唆される。以上を踏まえて、
本研究では IL-32 がどの様なマクロファージ
を、どの様なメカニズムで誘導し、そして、
どの様にして HIV-1 複製を阻害するかの解明
を試みた。	 
	 
	 
３．研究の方法	 
(1)	 M-CSF は森永乳業より供与された。IL-32
は R&D 社より購入した。これらサイトカイン
材料中のエンドトキシン含量が測定以下で
ある事を確認した後に実験に用いた（文献 2）。	 
(2)	 初代培養ヒトマクロファージは、既報に
従い、同意の得られた健常人の末梢単球を
M-CSF 存在下に約 5 日間培養して調製した。
その後、M-CSF、IL-32 及び両者の存在下（濃
度は 100	 ng/ml）に培養して、以下の解析に
用いた。	 
(3)	 細胞内シグナル活性は既報に従い、ウエ
スタンブロット法で解析した。特に MAP キナ
ーゼ及び NF-κB 経路に着目して行った。	 
(4)	 マクロファージの生存は MTT 試薬を用い
た発色法で定量した。	 
(5)	 マクロファージにおける HIV-1 複製は
HIV-1 の Gag 蛋白質を標的にした ELISA 及び
フローサイトメトリー法で経時的に測定し
た。細胞核内に組み込まれた HIV-1 ゲノムも
PCR 法で定量した。	 
(6)	 マクロファージの表現型はフローサイ
トメトリー法を中心に解析した（細胞表面分
子の発現及び貪食能）。培養上清中へのサイ
トカインやケモカインの産生は R&D 社より購
入した抗体アレイを用いて測定した。	 
(7)	 統計学的有意差はpaired	 student	 t	 test
解析で判定した。	 
	 
	 
４．研究成果	 
	 
	 	 	 	 	 研究結果全体のまとめ図	 

M-CSF IL-32 M-CSF +
IL-32

HIV-1 replication ⬆ ⬇ ⬆

Survival ⬆ ⬆ ⬆⬆

Anti-inflammatory
M2 phenotypes ⬆ ⬆ ⬆⬆

	 

結果-1：細胞内シグナル活性化誘導能、及び
生存支持能	 
	 先ず、IL-32 と M-CSF がマクロファージに
対してどの様なシグナル活性化を誘導する
かをウエスタンブロット法で比較解析した。
M-CSFはMAPキナーゼの活性化は誘導するが、
NF-κB 経路の活性化は誘導しない事が知られ
ているが、IL-32 は両経路とも活性化する事
を見出した。興味深い事に、IL-32 による MAP
キナーゼ活性化は M-CSF によるものに比べて



非常に緩やかに進行し、その為、M-CSF と組
み合わせる事で、MAP キナーゼ活性化が遷延
する事を新たに見出した。	 
	 一方、両サイトカイン共、マクロファージ
の生存支持能を有していた。そして組み合わ
せる事で更に生存が増強される事を新たに
見出した。マクロファージの生存に MAP キナ
ーゼが重要な事が知られており、この相加効
果と言う結果は、前述のウエスタンブロット
での結果（組み合わせによる MAP キナーゼ活
性化の遷延化）と良く一致した。	 
	 
結果-2：HIV-1 複製に対する作用	 
	 一方、マクロファージにおける HIV-1 複製
に対する作用ではマクロファージ生存支持
能と対照的な結果が得られた。M-CSF は HIV-1
複製を増強する事が良く知られているが、
IL-32 は強く阻害した。そして、この抗 HIV-1
効果が M-CSF 存在下で認められなくなる、つ
まり M−CSF で拮抗される事を新たに見出した。	 
	 この拮抗作用のメカニズムを明らかにす
る為に、HIV-1 受容体 CD4 の発現を定量した
所、IL-32 で有意な発現低下を認めた。しか
しながら、この発現低下は M-CSF で回復はし
なかった。これらの結果から、IL-32 は CD4
の発現低下とそれ以外の、少なくとも 2つの
過程を障害して HIV-1 複製を阻害する可能性
が示唆された。	 
	 
結果-3：M1/M2 表現型に対する作用	 
	 M-CSFは抗炎症性のM2マクロファージを分
化誘導する事が良く知られているが、IL-32
がどの様なマクロファージを誘導するか明
らかにする為に、炎症性 M1 マクロファージ
に特徴的なマーカー・機能も含めて解析を行
った。先ず、IL-32 マクロファージは複数の
炎症性サイトカイン・ケモカインを高産生し、
共刺激分子 CD80 の高発現が認められる等、
M-CSF マクロファージとは異なり、M1 マクロ
ファージ様の性質を示した。一方で非常に興
味深い事に、これら M1 表現型に加え、CD14
や CD163 発現、高い貪食能等、M2 表現型も同
時に示す事を新たに見出した。そしてこれら
が M-CSF 存在下で更に増強される事も見出し
た。つまり、IL-32 で誘導されるマクロファ
ージは M1 と M2 の両方の性質を併せ持ってお
り、M-CSF で M2 の性質が強くなる事が明らか
となった。	 
	 
結論及び考察：	 
	 IL-32 抗 HIV-1 活性を有し、それが M-CSF
で拮抗される事、マクロファージ生存・及び
M2 マクロファージ表現型発現では両者が相
加効果を示す事、一方で IL-32 マクロファー
ジは M1・M2 両方のマクロファージの性質を
同時に示す事など、本研究により、新たな発
見が幾つかなされた（文献 3）。これらの結果
は、未だ充分に明らかとなっていない、マク
ロファージの生存機構、HIV-1 複製制御、
M1/M2 表現型制御メカニズムの理解に、今後

貢献すると期待される。	 
	 一方、これら M-CSF と IL-32 の相加・拮抗
の分子メカニズムは未だ明らかにされてい
ない。M-CSF の受容体は既に明らかとなって
いるが、IL-32 については特異的な受容体は
同定されておらず、その解明が今後、重要で
ある。	 
	 又、今後、HIV-1 感染症も含めて、本研究
の結果を病態との関連研究に発展させる事
が重要である。その為には例えば、HIV-1 感
染者の血清中あるいは組織で IL-32 や M-CSF
の量や発現を解析する必要がある。そして、
IL-32 がヒトには存在するがマウスに見られ
ないと言う事実との関連研究も重要である。
今後、マウスマクロファージとヒトマクロフ
ァージが自然免疫の中で果たす役割の違い
と、その中での IL-32 の関与と言う観点での
研究の進展も考えられる。	 
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