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IL-15 Induced an Increased SDF-1 Expression 
in the Synovial Fibroblasts of Patients with Rheumatoid Arthritis
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  Objective: Interleukin-15 (IL-15) recruits and activates synovial T cells, and IL-15 plays an 
important role in amplifying and perpetuating inflammation in the pathogenesis of rheumatoid 
arthritis (RA). Stromal cell-derived factor-1 (SDF-1) is a potent chemoattractant for memory T 
cells in the inflamed RA synovium. This study investigated the effect of IL-15 on SDF-1 pro-
duction in RA fibroblast-like synoviocytes (FLS).
  Methods: The expressions of IL-15 and SDF-1 were determined from the synovium of patients 
with RA and osteoarthritis (OA) by performing immunohistochemistry. The expressions of SDF-1 
was measured from the RA FLS that were cultured with IL-15 and IL-17 by real-time RT-PCR 
and ELISA. The SDF-1 expression was also measured, via ELISA, from the RA FLS stimulated 
by IL-15 together with the inhibitors of such intracellular signal molecules as phosphatidylinositol 
3-kinase (PI 3-kinase, LY294002), STAT3 (AG490), MAP Kinase (PD98059), NF-κB 
(parthenolide) and activator protein 1 (AP-1, curcumin).
  Results: IL-15 and SDF-1 were mainly expressed in the RA synovium compared to that of 
the OA synovium. IL-15 increased the SDF-1 expressions and it, and had an additive effect with 
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IL-17 on the SDF-1 expressions in the cultured RA FLS. The IL-15 induced increase of the SDF-1 
expression in the cultured RA FLS was blocked by the inhibitors of PI 3-kinase, NF-κB and 
AP-1. 
  Conclusion: The SDF-1 expression was increased in the RA synovium and it was up-regulated 
by IL-15 in the RA FLS through the PI 3-kinase, NF-κB, and AP-1 pathways. These results 
imply that the IL-15 induced increase of the SDF-1 expressions may be involved in the 
immunopathogenesis of RA.

  Key Words: IL-15, Stromal cell-derived factor-1, IL-17, Fibroblast-like synoviocytes, Rheumatoid 
arthritis

서      론

  류마티스관절염(rheumatoid arthritis, RA)은 관절 활

막의 지속적인 염증으로 연골 및 골을 포함한 관절 

조직의 파괴가 발생하는 전신성 만성 염증성 자가면

역 질환으로, 명확한 병인은 밝혀져 있지 않으나, 선

천면역 세포(항원인지 세포), 후천면역세포(T 및 B 

림프구) 및 활막섬유모세포(fibroblast-like synoviocyte, 

FLS) 등의 활성과 이들 세포에서 유리되는 사이토카

인 및 케모카인들을 포함한 염증 매개물질들이 병인

에 중요한 역할을 한다 (1).

Stromal cell-derived factor 1 (SDF-1; CXCL12)은 T 

및 B 림프구, 단핵세포/대식세포들을 염증성 활막 

내로 이동하도록 촉진하는 케모카인이다. SDF-1은 

RA 환자의 골수 기질세포, FLS, 대식세포 및 혈관 

내막세포에서 생성되며, RA 환자의 혈액, 활액 및 

활막에서 발현이 증가된다 (2-5). SDF-1은 CD4+ T 

세포의 이동 및 축적과 단핵세포의 활막 내 이동을 

촉진하고, 혈관생성 유도 및 연골세포와 파골세포를 

활성화시켜 관절파괴를 악화시킨다 (2,6). SDF-1 및 

SDF-1 수용체인 CXCR4의 억제제들은 collagen-induced 

arthritis (CIA)에서 관절염 발생 빈도 및 중증도를 감

소시킨다 (7,8).

IL-15는 RA의 병인에 중요한 염증성 사이토카인

으로, RA 환자의 활액 및 활막에서 발현이 증가되

고, 주로 대식세포, FLS 및 혈관 내막세포에서 발현

된다 (9-11). IL-15는 대식세포와 memory T 세포의 

상호 접촉에 의해 T 림프구를 염증반응 부위로 이

동시키고 증식시킨다 (9). IL-15에 의하여 T 림프구

에서 생성이 증가된 tumor necrosis factor (TNF), in-

terferon (INF)-γ 및 interleukin (IL)-17은 FLS에서 IL- 

15, IL-8 및 IL-6의 생성을 자극하여 염증을 악화시

킨다 (12,13). CIA에서 IL-15의 기능 차단 시 관절염 

발생 및 TNF, IL-1β, IL-6 및 IL-17 생성이 감소하

고, RA 환자에게 IL-15에 대한 항체 투여는 질병 활

성을 감소시킨다 (14-16). 이러한 결과들은 IL-15가 

RA에서 염증반응을 지속시키고 확장시키는데 중요

한 역할을 함을 암시하며, 치료 전략의 표적 사이토

카인으로서의 가능성을 시사한다. 

저자들은 RA 환자의 활막에서 IL-15가 SDF-1의 

발현에 미치는 영향에 대하여 조사하고자 하였다.

대상 및 방법

1. 대상

미국 류마티스학회(American College of Rheumatol-

ogy)의 RA의 진단 기준에 부합되는 환자 중 무릎관

절 치환술을 받는 4명(평균 연령은 51±11세)에서 활

막 조직을 채취하였고, 대조군은 성별, 연령이 일치

하는 골관절염(osteoarthritis, OA) 환자 4명에서 활막 

조직을 채취하였다. 본 연구는 임상연구 윤리위원회

로부터 승인 받았으며, 모든 환자로부터 동의서를 

획득하였다. 

2. 시약

Recombinant human IL-15, IL-17, IL-1β, anti-IL-15 

antibody (Ab) 및 anti-SDF-1 Ab는 R&D System (Minnea-

polis, MN)으로부터 구입하였다. 

3. 면역조직화학염색

파라포름알데하이드(4%)에 고정된 RA 및 OA 활
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막을 파라핀에 포매한 후 절편기를 이용하여 7μm 

절편을 만들어 슬라이드에 부착하였다. 면역조직화

학염색은 ABC (Vector laborites, Burlingame, CA, USA) 

kit를 사용하여 염색하였으며, 슬라이드에 부착된 절

편을 자일렌과 에탄올로 탈파라핀과 함수를 시킨 후 

3% H2O2로 내인성과산화효소를 차단시키고, 인산화

완충액(phosphate buffered saline, PBS)으로 수세한다. 

비 특이적인 반응을 차단할 목적으로 anti-mouse se-

rum을 30분 반응시킨 후 일차 항체인 recombinant 

human anti-IL-15 Ab와 anti-SDF-1 Ab (R&D systems, 

1：100)를 4
o
C에서 다음날(16시간)까지 반응시켰다. 

일차 항체 반응 후 결합이 안 된 항체를 PBS로 수

세하고 바이오틴이 결합된 이차 항체와 과산화효소

가 결합된 streptavidin반응을 시킨 후 DAB으로 발색

시켰다. Mayer’s 해마톡실린 대조염색 한 후 수세하

고 봉입하여 광학현미경으로 관찰하였다. 음의 대조

조직은(negative control tissue)은 isotype control anti-

body (Mouse IgG1：R&D Systems, Minneapolis, MN)

를 사용하였다.

4. 활막 섬유모세포(fibroblast-like synoviocyte, FLS)의 

분리 및 자극

FLS는 RA 및 OA 환자의 활막에서 효소를 이용하

여 분리하였으며, 조직은 2∼3 mm 조각으로 잘게 자

른 후 Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)

에 type I collagenase (Worthington, Freehold, NJ)와 

함께 37
o
C, 5% CO2에서 4시간 동안 반응시켰다. 분

리된 세포를 500 g에서 원심분리 하여 10% fetal 

calf serum (FCS), 2 mM L-glutamine, penicillin (100 

units/mL), streptomycin (100 μg/mL)를 가한 DMEM

에 재부유시켜 75 cm2 플라크스에 분주하였다. 하루

가 지난 후 배양기에 부착되어 있는 세포만을 10% 

FBS를 가한 DMEM에 넣어 5% CO2와 37
o
C의 조건

에서 배양하고 배양액은 매 3일마다 교환하였다. 플

라스크 바닥의 90∼95%가 FLS로 충만되면 신선한 

배양액으로 1：3 희석하여 계대 배양하였다. 실험에

는 4∼8 계대의 FLS를 사용하였다. 배양된 세포가 

FLS임을 확인하기 위해 항 CD14 PE 항체(PharMingen, 

SanDiego, CA), 항 CD3 FITC 항체 또는 항 Thy-1 

(CD90) 항체(PharMingen)를 이용하여 유세포 분석을 

시행하였다. 세포를 카운트하여 5×10
4
 cells/well을 1 

mL의 serum free DMEM/insulin-transferrin-selenium A 

(Life Technologies, Gaithersburg, MD) 배양액에 섞어 

24-well plate에 분주 하여 준다. 다양한 농도의 IL-15 

및 IL-17을 각각 혹은 함께 자극하거나, 신호 전달 

억제 물질들(LY294002, AG490, PD98059, partheno-

lide, 그리고 curcumin)을 처리 후 IL-15 (10 ng/mL)로 

자극하였다.

5. SDF-1의 단백질 발현 측정(ELISA)

FLS 자극 후 48시간째에 세포 배양 상층액을 모아 

SDF-1 정량을 위한 ELISA를 시행하였다. Sandwich 

ELISA용 96 well plate (Nunc, Roskilde, Denmark)에 

human anti-SDF-1 Ab (4 ug/mL; R&D Systems)에 넣

고 4
o
C, 밤새 반응시킨 후, 차단 용액(1% bovine se-

rum albumin (BSA)/0.05% Tween200)이 함유된 pho-

sphate buffered saline (PBS)를 첨가하여 실온에서 2

시간 반응시켰다. Biotinylated SDF-1 polyclonal anti-

body (400 ng/mL; R&D Systems), streptavidin-alkaline 

phosphate (1：2,000, Sigma)와 avidin-peroxidase (50 μL, 

1：2,000), 501 tetramethylbenzidine substrate solution 

(Kirkegaard & Perry, Guildford, UK)을 차례대로 각 

well에 첨가하여 반응시켰다.

6. SDF-1 mRNA 측정(real-time RT-PCR)

FLS를 다양한 농도의 IL-15로 자극 후 16시간째에 

세포의 mRNA를 RNAzol B (Biotecx, Houston, TX)를 

이용하여 추출하였다. 총 2 μg의 추출된 mRNA를 

Superscript reverse transcription system (Takara, Shiga, 

Japan), 42
o
C에서 역 전사 시켰다. SYBR Green I (Roche 

Diagnostic, Mannheim, Germany)를 이용하여 real-time 

PCR을 시행하였다. Real-time PCR 전용 capillary tube

를 사용하여 LightCycler FastStart DNA mastermix (SYBR 

Green I) 2 μL, 각각의 primer 0.5 μM, MgCl2 4 

mM, 그리고 template DNA 2 μl을 포함하여 총 20

μL가 되도록 하였다. SDF-1과 GAPDH 시발체의 염

기 서열은 다음과 같았다; SDF-1 (5’-ATG-AAC-GCC- 

AAG-GTC-GTG-GTC-3’ (sense), 5’-TGG-CTG-TTG-TGC- 

TTA-CTT-GTT-T-3’ (antisenss)), GAPDH (5’-CGA-TGC- 

TGG-GCG-TGAGTA-C-3’ (sense), 5’-CGT-TCA-GCT-CAG- 

GGA-TGACC-3’ (antisense)). SDF-1과 GAPDH에서, 변

성을 위해 94
o
C에서 30초, annealing은 56

o
C에서 1분, 
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Fig. 1. Immunohistochemical staining for stromal-cell derived factor-1 (SDF-1) and interleukin-15 (IL-15) on the 

synovium of patients with rheumatoid arthritis (RA) and osteoarthritis (OA). IL-15 and SDF-1 were significantly 

more expressed in the RA synovium compared to that of the OA synovium (original magnification, ×400).

신장을 위해 72oC에서 1분의 과정을 30회 반복하였

다. 형광커브는 LightCycler software v. 3.0에서 분석

하였다.

7. MTT assay

96 well plate에 1×10
3
/mL의 농도로 세포를 배양하

여, ITSA가 포함된 serum free DMEM 배양액으로 star-

vation한다. LY294002, AG490, PD98059, parthenolide 

혹은 curcumin을 처리 후 IL-15는 10 ng/mL의 농도

로 처리하였으며, 48시간 동안 37oC, 5% 배양기에서 

배양 하였다. 여기에 MTT 용액(Thiazolyl blue, 2.5 

mg/mL, indeiodinized H2O) 10 μL를 혼합하여 4시간 

동안 반응시킨 후 5분간 원심 분리하고, 0.04 M HCl 

100 μL를 첨가하여 5분 동안 실온에 방치하였다가 

ELISA 판독기로 595 nm로 측정하였다.

8. 통계적 유의성의 검증

결과는 평균과 표준오차로 표현하였고 통계적 유

의성은 SPSS 통계 프로그램(version 10.0)을 사용하여 

Mann-Whitney U test나 Wilcoxon’s signed rank test를 

실시하였고 p값이 0.05 이하일 때 통계적으로 유의

하다고 분석하였다.

결      과

1. RA 활막 조직에서 IL-15 및 SDF-1의 발현 증가

RA 환자의 활막 조직에서 IL-15과 SDF- 1의 발현

이 대조군(골관절염 환자 활막 조직)에 비하여 증가

되어 있음을 면역조직화학염색법을 통해서 관찰하였

다. SDF-1과 IL-15은 모두 류마티스관절염 환자 활

막에서 과발현 되어 있었다(그림 1).

2. RA (FLS)에서 IL-15에 의한 SDF-1 발현 증가

RA 환자 FLS에서 IL-15에 의한 SDF-1 발현이 조

절되는지 알아보고자, FLS 1×10
5
 cell/mL 로 배양된 

세포에 IL-15을 0.1, 1, 10, 50 ng/mL의 농도로 처리

하여 12시간의 세포와 48시간 세포배양액에서 각각 

SDF-1의 mRNA와 단백질 발현양을 real- time PCR과 

ELISA 방법으로 평가하였다. 그 결과 IL-15 농도 의

존적으로 SDF-1의 mRNA (그림 2A)와 단백질 발현

양(그림 2B)이 FLS에서 증가되는 것을 관찰하였다

(*p＜0.05 compared to nil, †p＜0.01 compared to nil).

IL-15과 IL-17을 함께 자극하였을 때 SDF-1의 단

백질 발현에 부가적인 효과(additive effect)가 관찰되

었다(*p＜0.01 compared to nil, †p＜0.05 compared to 
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Fig. 3. The productions of SDF-1 from the RA FLS 

stimulated with IL-15 and IL-17 were determined 

by ELISA. IL-15 and IL-17 up-regulated SDF-1 

production. IL-17 had an additive effect with 

IL-15 on the SDF-1 production. *p＜0.01 com-

pared to nil, 
†

p＜0.05 compared to IL-15 1 ng/ 

mL, ‡p＜0.01 compared to IL-15 10 ng/mL.

Fig. 2. The expressions of SDF-1 from the RA synovial fibroblasts stimulated with various concentrations of IL-15 (0, 

0.1, 1, 10 and 50 ng/mL) were determined by real-time RT-PCR (A) and ELISA (B). IL-15 increased the SDF-1 

expression in a dose-dependent manner. *p＜0.05 compared to nil, 
†

p＜0.01 compared to nil.

IL-15 1 ng/mL, ‡p＜0.01 compared to IL-15 10 ng/ 

mL) (그림 3).

3. RA FLS에서 IL-15에 의한 SDF-1 발현 증가 관

련 세포 내 신호전달

RA 환자 FLS에서 IL-15에 의한 SDF-1 발현에 관

여하는 신호전달 경로를 조사하기 위하여 세포에 

IL-15와 신호전달 물질의 억제제(LY294002; PI3Kinase 

inhibitor, AG490; JAK2-STAT3 inhibitor, PD98059; 

MAPK inhibitor, parthenolide; NF-κB inhibitor, curcu-

min; AP-1 inhibitor)를 처리하였다. 이 때 PI3-kinase 

억제제(LY294002), NF-κB 억제제(parthenolide) 및 

AP-1 억제제(curcumin)는 IL-15에 의한 활막섬유모세

포의 SDF-1 단백질 발현을 유의하게 억제하였으나, 

STAT3 억제제(AG490) 및 MAPK 억제제(PD98059)는 

SDF-1 단백 발현에 영향이 없었다(*p＜0.05 com-

pared to IL-15 10 ng/mL, 
†

p＜0.01 compared to IL-15 

10 ng/mL) (그림 4A). 억제제에 의한 세포독성 효과

가 없음은 MTT assay로 확인하였다(그림 4B).

고      찰

  저자들은 IL-15와 SDF-1 발현이 OA에 비하여 RA 

활막의 lining layer에서 주로 발현되고, IL-15는 RA 

FLS에서 SDF-1의 mRNA 및 단백 발현을 농도의존

적으로 증가시키며, IL-15와 IL-17은 SDF-1 발현에 

부가적인 효과가 있음을 확인하였다. 또한, IL-15에 

의한 FLS의 SDF-1 발현 증가는 PI3-kinase, NF-κB 

및 AP-1 경로에 의함을 확인하였다.

SDF-1은 CXC 케모카인으로, 단독 수용체인 CXCR4

와 결합하여 세포의 이동 및 정체에 중요한 역할을 

한다 (17). SDF-1과 CXCR4의 결합은 인간면역결핍 

바이러스(HIV), 암, 제1형 당뇨병 및 RA 등의 다양

한 질병 병인에 관여한다 (18-20). RA에서 SDF-1은 

T 림프구의 활막 내 이동 및 혈관 주위의 침윤을 
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Fig. 4. (A) The IL-15 induced increase of SDF-1 was blocked by the inhibitors of PI3-kinase, NF-κB and AP-1. RA 

FLS that were, pre-treated with the inhibitors of PI3-kinase (LY294002), STAT3 (AG490), MAPK (PD98059), 

NF-κB (parthenolide) and AP-1 (curcumin), were cultured with IL-15; the production of SDF-1 was determined 

by ELISA. Up-regulation of SDF-1 by IL-15 was blocked by the inhibitors of PI3-kinase, NF-κB and AP-1. 

(B) MTT assay was done to confirm that the inhibitors did not have cell toxicity. This assay showed that there 

was no difference in cell viability after all the stimulations and/or inhibitions. *p＜0.05 compared to IL-15 10 

ng/mL, 
†

p＜0.01 compared to IL-15 10 ng/mL.

촉진하고, T 림프구의 활성에 의한 자가사멸(apoptosis)

을 억제하여 활막 내 T 림프구를 축적시킨다 (6). 또

한 활막 내 B 림프구를 축적하여 ectopic germinal 

center 형성을 촉진하고 FLS 활성, 신생혈관생성 자

극, 연골세포와 파골세포의 matrix metalloprotease-3 

(MMP-3)와 MMP-9의 분비를 자극하여 연골 기질 파

괴 및 골 흡수 증가를 야기하여 RA의 병인에서 중

요한 작용을 한다 (2). RA에서 SDF-1의 발현을 조절

하는 기전에 대한 연구는 적은데, 항 CD40 항체, 저

산소증(hypoxia), TGF-1β 및 IL-17은 RA FLS에서 

SDF-1 발현을 증가시키고, IL-1β와 TNF-α는 RA 

FLS에서의 SDF-1 발현에 영향이 없지만 피부와 구강 

내 섬유모세포의 SDF-1 발현을 감소시킨다 (6,21,22).

IL-15는 RA에서 염증 지속에 중요한 역할을 한다. 

IL-15는 활막 내로 T 림프구 이동 및 활성을 촉진시

키고, 활성화된 T 림프구는 대식세포와 접촉하여 

TNF-α의 분비를 유도함으로써 염증 반응을 증폭, 

지속시킨다 (9). 또한 IL-15는 TNF와는 독립적으로 

auto-reactive CD4+CD28-T cell에서 자연 살상세포 

(natural killer cell, NK cell) 수용체인 NKG2Ddml 발

현을 유도하여 RA의 self-perpetuating inflammation에 

관여하므로, IL-15가 항 TNF 제제와는 무관하게 

memory T 세포의 확장과 유지를 지속시킨다 (23). 

RA 활막에서 IL-15 발현이 항 TNF 제제에 의하여 

감소하지 않으므로 항 TNF제제에 반응이 불충분한 

환자에서 IL-15의 기능 차단은 RA의 새로운 치료법

이 될 수 있음을 시사하였다 (24). 

염증성 활막 내의 CD4+T 세포 축적은 RA의 중요

한 병인 중 하나이다. Toshihiro 등은 활막 CD4+ 

memory T 세포에서 발현된 CXCR4와 활막 세포에

서 발현된 SDF-1의 상호작용이 CD4+T 세포의 이동

에 중심적인 역할을 하며, IL-15가 T 림프구의 CXCR4

의 발현을 증가시킴을 보고하였다 (6). 저자들은 IL- 

15가 RA FLS에서 SDF-1의 mRNA 및 단백 발현을 

농도 의존적으로 증가시키며, IL-15와 IL-17은 SDF-1 

발현에 부가적인 효과가 있음을 확인하였다. 이러한 

결과들은 IL-15가 T 림프구의 CXCR4 및 FLS의 

SDF-1를 증가시켜 활막 내 T 림프구의 축적에 관여

함을 암시한다. 활막의 활성화 된 T 림프구와 대식

세포 및 단핵세포와의 상호 작용에 의하여 증가된 

TNF, IFN-γ 및 IL-17은 FLS를 자극하여 IL- 15를 

포함하는 염증성 사이토카인 및 매개 물질의 생성을 

증가시킨다. 활막에서 증가된 IL-17과 IL-15는 FLS에

서 SDF-1의 생성을 증가시켜 T 림프구의 활막 내 

이동 및 활성화를 더욱 촉진하고, 혈관생성, 연골 파

괴 및 골 흡수를 야기하여 관절 파괴가 지속적으로 
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진행 됨을 암시한다.

Kim 등은 RA FLS에서 IL-17이 SDF-1의 발현을 

증가시키고, 이를 매개하는 세포 내 신호 전달 과정

으로 NF-κB, PI 3-kinase 그리고 AP-1과 연관됨을 

보고하였다 (22). IL-15 receptor를 통한 IL-15의 세포 

내 신호 전달과정으로는 NF-kB, JAK1, JAK3, STAT3, 

STAT5 그리고 MAPK 등 여러 신호 전달 물질을 매

개하는 것으로 알려져 있고, 본 연구에서는 RA FLS

에서 IL-15가 NF-κB, PI 3-kinase 및 AP-1과 연관하

여 SDF-1의 발현을 증가시킴을 확인하였다 (25,26).

결      론

  본 연구는 SDF-1과 IL-15가 RA 활막에서 발현이 

증가하고, IL-15가 RA FLS에서 SDF-1의 발현을 증

가시키며, IL-15에 의한 SDF-1의 증가는 PI-3 kinase, 

NF-κB 및 AP-1의 신호 전달 과정을 통함을 확인하

였다. 이러한 결과들은 IL-15에 의한 FLS의 SDF-1 

증가가 RA의 염증 지속과 관절 파괴에 주요한 역할

을 하며, IL-15 기능 차단을 이용한 치료법 개발에 

새로운 근거가 될 것으로 생각된다.
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