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The　interaction　between　monocytes　and　tumor　cells　promotes　monocyte

　　　　　　　di飽rentiation　and　tumor　cell　invasion

　　～Role　of　cell　adhesion　to　extracellular　matrix～

単球とがん細胞の相互作用は，単球分化とがん細胞浸潤を促進する

　　　　　～細胞外マトリックスとの細胞接着の役割～

DOO3鴨志田剛（Kamoshida，　Go）

　がん組織において，腫瘍細胞と近傍の非腫瘍細胞および細胞外マトリ

ックス（extracellular　matrix：ECM）との相互作用によって作り出される

がん微小環境（tumor　microenvironment）は，がんの進行に重要であると

考えられている．従って，がんを理解するためには，これらがんを取り

巻く微小環境を理解することが必要不可欠であると考えられる．がん組

織の間質に浸潤するマクロファージは腫瘍関連マクロファージ

（tumor－associated　macrophage：TAM）と呼ばれ，がん細胞の挙動に影響を

与えている．TAMは抗腫瘍作用を発揮する場合もあるが，一方でがん浸

潤・転移や血管新生を誘導し，腫瘍進展に対し促進的に働くこともあり，

がん患者の予後を良好あるいは不良に導く二面的な作用が知られている．

TAMは様々な種類のがん細胞との相互作用により多様な形質を示すこ

とが考えられ，その性状の詳細については未解明である．

　本研究ではまず，TAMの性質の理解，分化誘導の機序を解明するため，

マクロファージ前駆細胞である単球をがん細胞と共培養し，」ηvi’roで

TAM様細胞（腫瘍馴化マクロファージ：Tumor－conditioned　macrophage）

の誘導を試みた．ヒト末梢血単球は，ヒトがん細胞株と3－7日間共培養す

ることにより，マクロファージ様の伸展した形態を示し，マトリックス

メタロプロテイナーゼ（MMP）－9産生能をもっ腫瘍馴化マクロファージ

に形質が変化した．この形質変化誘導能は，ヒト胃がん細胞株MKN　1

とヒトグリオーマ細胞株A172では強く，ヒト腎臓がん細胞株SNI2C



とヒト膀胱がん細胞株EJ－1では弱かった．このことから，共培養に用

いるがん細胞の種類により単球の形質変化の程度が異なることも示され

た．次に，がん細胞のマトリゲルへの浸潤に及ぼす影響を検討したとこ

ろ，腫瘍馴化マクロファージの共存により促進され，この促進効果は，

共存する腫瘍馴化マクロファージのMMP－9産生能と相関していた．

　次に，MMP－9産生能と単球の形態変化との間に相関が認められたこと

から，単球分化におけるECMタンパク質の役割について検討を行った．

単球とがん細胞の共培養系中に，インテグリン媒介性の細胞接着に対し

阻害作用をもつRGD（Arg－Gly－Asp）ペプチドを添加することにより，単

球の分化誘導が顕著に阻害された．さらに，がん細胞が産生するフィプ

ロネクチンをgelatin－Sepharoseで吸収することによっても単球の分化

誘導が阻害された．また，フィプロネクチンをあらかじめコートしたプ

レートを用い共培養することによっても，単球の形質変化誘導が促進さ

れた．これらのことから，このような単球の形質変化に，がん細胞が産

生するフィプロネクチンなどのECMタンパク質が重要な役割を果たし

ていることが明らかとなった．

　本研究から，単球の形質変化にRGD依存的細胞接着が重要な役割を

果たしていることが示された．また，このように分化した腫瘍馴化マク

ロファージは，MMP－9産生を通じて，がんの浸潤・転移や血管新生に影

響を与えることが示唆された．さらに，本研究で用いた腫瘍馴化マクロ

ファージのモデルは，TAMの性質，分化誘導機序を明らかにするための

有用なモデルであると思われる．

　これまでに，単球はがん細胞との相互作用で，腫瘍馴化マクロファー

ジへと形質を変えることを明らかにしたが，がん細胞も単球との相互作

用により，形質を変化させている可能性を考え，がん細胞の浸潤能に注

目し解析を行った．

　腫瘍馴化マクロファージを誘導したモデルを応用し，ヒトがん細胞株

とヒト末梢血単球を5日間共培養し，共培養後のがん細胞の形質を解析

した．マトリゲルへの浸潤能およびMMP－9産生能を評価したところ，

MKNIおよびHT1080（ヒト線維芽肉腫）細胞では，単球との共培養によ

り，浸潤能およびMMP－9産生能の増強が認められた．しかし，　EJ－1，

A172，　SN12C細胞では，そのような形質変化は認められなかった．形質

変化を詳しく解析したところ，MKN　1細胞は単球との5日間の共培養に



より，非常に伸展した形態を示し，間葉系マーカーであるビメンチンの

発現が上昇した．また，フィプロネクチン産生およびその受容体である

α5β1インテグリン発現も単球との共培養により増加することが示された、

さらに，MKNI細胞の浸潤能充進はRGDペプチドにより抑制され，単

球との共培養により，細胞接着で活性化されるシグナルカスケードの1

つであるfocal　adhesion　kinase（FAK）のリン酸化も認められた．HTIO80

細胞でも単球との5日間の共培養により，MKN　I細胞同様フィプロネク

チンおよびα5β1インテグリン発現の増強が認められた．しかし，単球

との共培養を行っても浸潤能およびMMP－9産生能の増強が認められな

かったがん細胞株では，フィプロネクチンおよびα5β1インテグリン発

現の増強も起こらなかった．これらのことから，一部のがん細胞では，

単球との相互作用で誘導される浸潤能およびMMP－9産生能の充進に，

フィプロネクチンーα5β1インテグリン相互作用が関与していることが示

唆された．

　次に，がん細胞の形質変化誘導に関わる因子について解析を試みた．

近年，tumor　necrosis　factor（TNF）一αなどの炎症性サイトカインが，がんの

悪性挙動を促進することが報告されている．単球／マクロファージはしば

しば，TNF一αを産生することが知られている．そこで，単球の培養上清

をMKNI細胞に作用させたところ，浸潤能の充進が認められたが，培

養上清を抗TNF一α抗体およびprotein　G－Sepharoseで処理し，TNF一αを

吸収することによってMKN　1細胞の浸潤能充進が抑制された．また，

MKN　1細胞にTNF一αを直接作用させることによっても，浸潤能，

MMP－9産生能およびフィプロネクチン産生能が充進した。これらのこと

から，がん細胞の形質変化の一部には，単球が産生するTNF一αが関与

することが示唆された．

　がん細胞も単球との相互作用により，その形質を変化させ，高い浸

潤・転移能，血管新生能などを獲得し，がん進展に促進的に働くことが推

察された．さらに，がん細胞からのフィプロネクチン産生が増強するこ

とから，単球のTAMへの分化にも促進的に作用し，がん細胞と単球の

形質変化が相乗的にがんを進展させることが示唆された．

　本研究から，単球とがん細胞の相互作用によるそれぞれの細胞の形質

変化には，フィプロネクチンなどのECMタンパク質を介した細胞接着

が重要な役割を果たすことが明らかとなった．がん微小環境における



ECMタンパク質を介する細胞接着の役割を理解することは，がんの悪性

化機序の解明へと繋がり，がんの予防や治療に貢献するものと考えられ

る．
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Abbreviations

本論文では，以下の略語を用いた．

ECM；extracellular　matrix，細胞外マトリックス

FCS；fetal　calf　serum，ウシ血清

IL；interleukin，インターロイキン

M－CSF；macrophage　colony－stimulating　factor，マクロファージコロニー刺

激因子

MMP；matrix　metalloproteinase，マトリックスメタロプロテアーゼ

RGD；arginyl－glycyl－aspartic　acid，アルギニンーグリシンーアスパラギン酸

RT－PCR；reverse　transcription－polymerase　chain　reaction，逆転写ポリメラー

ゼ連鎖反応

TAM；tumor－associated　macrophage，腫瘍関連マクロファージ

TNF．α；tumor　necrosis伍ctor一α，腫瘍壊死因子一α
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General　Introduction

　　　　Cancer　is　the　leading　cause　of　death　in　Japan，　and　approximately　one－third

of　the　population　dies　ffom　cancer．　Although　recent　progress　in　cancer　therapy

has　improved　patients’prognosis，　metastasis　is　still　a　big　problem．　Metastasis

is　a　complex　multi－step　process　that　has　not　yet　fUlly　understood．　Recentl》～the

notion　that加mor　microenviro㎜ent　composed　of　tumor　cells，　host　cells　and

extracellular　matrix（ECM）aflもcts　behaviors　of　tumor　cells　and　host　cells　has

been　widely　accepted．　The　mutual　interactions　between　tumor　cells　and

celluIar　and　non－cellular　host　components　regulate　tumor　development　and

progression　by　controlling　Prolifbration，　migration，　invasion，　metastasis，

angiogenesis，　and　apoptosis　l－3）．　Thus，　it　is　important　to　investigate　tumor

microenviro㎜ent白r　be廿er　understanding　of　malignant　behavior　oftumor　cells．

　　　　Recent　interest　in加mor－stroma　interactions　associ劔ed　with　t㎜or

progression　has　been　fbcused　on　how　stromal　cells　contribute　to　the　changes　of

malignant　phenotypes　oftumor　cells．　It　has　been　reported　that　endothelial　cells，

fibroblasts　and　various　cells　derived丘om　bone　marrow　are　infiltrating　into

tumor　tissues　4）．　Among　them，　macrophages　are　a　m勾or　population　of　host

i㎜皿ecells　th就inmtr劔e　i血o　tumor　tissues，舐d　such　macrophages田e

refbrred　to　as　tumor－associated　macrophages（TAMs）（Chart　1）．　Although

macrophages　have　been　thought　to　exhibit　anti－tumor　activity　and　exert

protective　fUnctions　against　tumor　development，　recent　studies　have

demonstrated　that　TAMs　promote　the　proliferation，　invasion，　and　metastasis　of

tumor　cells　and　angiogenesis　in　tumor　tissues　5’7）．　Indeed，　TAMs　have　been

reported　to　secrete　various　cytokines，　growth　factors，　and　enzymes　promoting

t㎜or　metastasis　and　angiogenesis，　including　v卵cular　endothelial　gro杣飽ctor

（VEGF）8），　interleukin（IL）－89），　epide㎜al　gro杣飴ctor（EGF）10），

platelet－derived　growth　factor（PDGF）11），　tumor　necrosis　f5ctor（TNF）一α12’13），

and　matrix　metalloproteinases（MMPs）13’14）．　The　infiltration　of　TAMs　into

solid　tumors，　especially　in　breast，　ovarian，　prostate，　and　cervical　cancer，　is

丘equently　correlated　with　poor　prognosis　I547）．　TAMs　are　derived丘om

circulating　monocytes　that　are　recruited　into　tumor　tissues　by　chemokines　and

cytokines　such　as　monocyte　chemotactic　protein（MCP）－118）and　VEGF　l9）

produced　by　tumor　cells．　These　monocytes　are　then　dif民rentiated　to　TAMs　in

the　tumor　tissues．　However，　little　is　kno㎜about　the　process　in　which

monocytes　are　dif民rentiated　to　TAMs　in　tumor　tissues．　Thus，　it　seems　to　be
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important　to　clari6　how　circulating　monocytes　are　dif丘rentiated　to　TAMs　and

what　characteristics　TAMs　acquire　by　their　interaction　with　tumors．

　　　　Macrophages　are　shown　to　be　classi丘ed　into　two　m司or　subsets；i．e．　M　1，a

classic　immunoactive　macrophages　and　M2，　tissue　remodeling　macrophages　by

stimulation　ftom　microenvironment　20）．　It　has　been　postulated　that　TAMs

exhibit　immunosuppressive　nature　with　phenotypes　similar　to　those　of　M2－type

macrophages，　but　fUnctions　of　TAMs　in　tumor　invasion　and　metastasis　have　not

been　suf日ciently　characterized　21）．　In　addition，　TAMs　seem　to　be

heterogeneous　in　their　biological　nature　because“TAM”is　designated　simply

based　on　its　location　in　tumor　tissues．　It　is　possible　that　monocytes　recruited　to

the　tumor　lesion　are　differently　influenced　by　the　interactions　with　neighboring

tumor　cellS．

Tlmlor－associated　macrophage（TAEの

Epithelial　ce11

Int

Basement　membrane

陶酬為x．拒τ」．．～鎭

Chart　1．　Schematic　view　ofthe　interaction　oftumor　cells　and　tumor－associated　macrophages

（TAMs）．　Monocytes　recruited　into　tumor　tissues　interact　with　tumor　cells　and　dif飴rentiate

to　TAMs．　The　malignant　behaviors　of　tumor　cells　such　as　invasion　and　angiogenesis　are

greatly　innuenced　by　the　interaction　with　TAMs．

4



　　　　Several　studies　have　been　carried　out　to　characterize　TAMs　mainly　using

mouse∫ηWo　models　or　clinical　specimens．　Because，　these　cells　have　already

been　differentiated　to　macrophages，　there　is　dif丘culty　in　the　isolation　of

infiltrating　macrophages　without　loss　of　activity丘om　solid　tumors．　Therefbre，

Iattempted　to　establishゴηv仇o　experiment　system　to　induce　TAMs丘om　human

peripheral　blood　monoc”es　by　co－cul加re　with　various　h㎜an加mor　cell　lines．

We　analyzed　matrix　metalloproteinase（MMP）－9　as　a　differentiation　marker　fbr

macrophages　because　MMP－9　was　considered　to　be　one　of　common　features　of

TAMs　and　involved　in　tumor　invasion，　metastasis，　and　angiogenesis　13’14’22’24）．

　　　　Macrophage　colony－stimulating　factor（M－CSF）has　been　considered　as

one　of　the　most　important　cytokines　that　induce　TAM　generation　24’25）．　In

addition，　autocrine　production　of　i㎜unos叩pressive　c預okine　IL－10　was

reported　to　mediate　the　differentiation　of　TAMs　26）．　It　was　recently　reported

that　leukemia　inhibitory　factor（LIF），　IL627），　and　TNF一α13’23）contributed　to　the

differentiation　of　TAMs．　Transcriptional　regulator　NF－KB－dependent　signaling

has　also　been　sho㎜to　play　an　important　role　in　the　generation　and　maintenance

of　i㎜unosuppressive　pheno砂pes　of　Tぷs　28’29）．　Thus，　various飽ctors

including　these　cytokines，　were　thought　to　cooperatively　participate　in　the

process　of　TAM’s　diffbrentiation．　Recent　studies　have　indicated　that

inflammatory　cytokines　such　as　TNF一αaccelerate　the　malignant　behaviors　of

tumor　cells　12’13’30’31）．　It　is　thought　th就most　of　these　inna㎜卿c預okines

are　secreted丘om　i㎜une　cells　in61tr就ing　into加mor　tissues　including　Tぷs．

Soluble　factors　such　as　cytokines　seem　to　be　important　mediators　fbr　the

imeraction　be細een　t㎜or　cells　and　monoc荻es．

　　　　In　addition　to　soluble血ctors，　cell－cell　and　cell－ECM　interactions　have　been

considered　to　play　crucial　roles　in　various　cellular　ftmctions，　including

prolifbration，　diffbrentiation，　and　apoptosis．　Integrins，　a　m司or　class　of　cell

adhesion　molecules　consisting　of　two　sul）units（αandβsubunits），　serve　as

cellular　receptors　fbr　ECM　proteins，　and　their　interactions　with　ECM　proteins

regulate　these　biologically　important　processes．　Some　integrin　receptors

recognize　the　RGD（Arg－Gly－Asp）sequence　present　in　adhesive　ECM　proteins

such　as　fibronectin　and　laminin　32’33）．　The　interactions　of　integrin　receptors

with　ECM　proteins　transduce　signals　to　modulate　cellular血nctions．　In　the

present　study，　I　evaluated　contribution　of　ECM　proteins　to　the

diffbrentiatiorレactivation　mechanisms　of　TAMs　and　potentiation　of　malignant

behaviors　of　tuエnor　cells．　Iinvestigated　how　the　interactions　between

monocytes　and　tumor　cell　lines　change　phenotypes　of　these　cells，　fbcusing　on

cell　adhesion　to　ECM　proteins．　In　Chapter　1，　I　attempted　to　induce　monocytes
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to　differentiate　into　TAM－like　cells　by　co－culture　with　tumor　cells，　and　evaluated

the　potential　role　of　cell　adhesion　to　ECM　proteins　in　this　process．　In　Chapter

2，Ifbcused　on　phenotypic　changes　of　tumor　cells　after　the　co－culture　with

monocytes，　and　assessed　the　roles　of　inflammatory　cytokines　such　as　TNF－（x

produced　by　monocytes（Chart　2）．

N・lechanisllls：fbclls　oll　ceU　adhesioll　illcludillg

ECNI　proteills，　and　illflammatory　cy寸okilles

MOnocyte

Illteractio11

Dif飴relltiati皿to　TAN｛？

　　　　°”Chapter　1

　　　　　　　　　一■■◆ヨ■c膚せ

Tum。，cell　　　　Phen・恒ic　cha・g・・？

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’”Chapter　2

The　allalvsis　of　the　challges
　　　　　　ゴ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ー

N肌・IPs？

　Cell　adllesion　Illolecllles？

　ECNI　protei11？

　　　ヨ
　　　↓

Tumor　invasio11？

Angiogenesis？

Chart　2．　Schematic　view　of　this　study．　The　interaction　between　monocytes　and　tumor　cells

induces　dif琵rentiation　of　monocytes　to　TAMs（Chapter　l）and　phenotypic　changes　of　tumor

cells（Chapter　2）．　In　this　study，　I　fbcused　on　MMPs，　cell　adhesion　molecules，　and　ECM

proteins，　and　evaluated　the　potential　roles　of　cell　adhesion　to　ECM　proteins　and　inflammatory

cytokines　in　these　processes．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Chapter　l

Monocyte　dif民rentiation　induced　by　co－culture　with　tumor

cells　involves　RGD－dependent　cell　adhesion　to　extracellular

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　matrix
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Introduction

　　　　The　malignant　behavior　of　tumor　cells　is　greatly　influenced　by　the

microenvironment．　Macrophages　are　a　m｛∂or　population　of　immune　cells　that

infiltrate　into　tumor　tissues；　such　macrophages　are　referred　to　as

tumor－associated　macrophages（TAMs）．　It　was　originally　thought　that　immune

cells，　including　macrophages，　exhibit　anti－tumor　activity　and　exert　protective

五1nctions　against　tumor　development．　However，　the　infiltration　of　TAM　into

solid　tumors，　especially　in　breast，　ovarian，　prostate　and　cervical　cancers，

廿equently　has　been　correlated　with　poor　prognosis　l5－17）．　These　apparently

paradoxical　fUnctions　of　macrophages　have　been　ascribed　to　the

immunosuppressive　nature　of　TAM　with　phenotypes　similar　to　that　of　M2－type

macrophages　involved　in　tissue　remodeling　21’24’26’34）．　Recent　studies　have

demonstrated　that　TAMs　promote　not　only　the　prolifbration，　invasion，　and

metastasis　of　tumor　cells，　but　also　angiogenesis，　which　is　supportive　of　growing

tumors，　and　thus　TAMs　have　also　been　shown　to　enhance　tumor　progression

5－7・35）．　TAMs　are　indeed　fbund　to　secrete　various　cytokines，　growth　factors，　and

enzymes　promoting　tumor　metastasis　and　angiogenesis，　including　vascular

endothelial　gro杣飽ctor（VEGF）8），　interleukin（IL）－89），　epide㎜al　gro杣

飽ctor（EGF）lo），　platelet－derived　growth　factor（PDGF）ll），　tumor　necrosis　factor

（TNF）一α12’13），　and　matrix　metalloproteinases（MMPs）13’14）．

　　　　TAMs　are　derived丘om　circulating　monoc）唯es　that　are　recruited　into　tumor

tissues　by　chemokines　such　as　monocyte　chemotactic　protein－1（MCP－1）that　are

produced　by　tumor　cells　l　8）．　Macrophage　colony－stimulating　factor（M－CSF）

has　also　been　considered　as　one　of　the　most　important　cytokines　that　induce

TAM　generation　24’25）．　In　addition，　autocrine　production　of　immunosuppressive

cytokine　IL－10　was　reported　to　mediate　the　dif民rentiation　of　TAMs　26）．　It　was

recently　reported　that　leukemia　inhibitory　factor（LIF），　IL－627），　and　TNF一α13’23）

contribute　to　the　dif飴rentiation　of　TAMs．　Transcriptional　regulator

NF－KB－dependent　signaling　has　also　been　shown　to　play　an　important　role　in　the

generation　and　maintenance　of　the　immunosuppressive　phenotypes　of　TAMs
28・29）．　　Thus，　various　factors，　including　these　cytokines，　are　thought　to

cooperatively　participate　in　the　process　of　TAM　differentiation．　Recentl5～

Solinas　and　co－workers　24）successfUlly　generated　TAM－like　cells　by　culturing

monocytes　with　conditioned　media　of　certain　tumor　cell　lines．　Their　gene

profiling　analysis　revealed　that　monocyte－derived　cells　have　a　gene　expression

pattem　similar　to　that　of　TAMs　isolated　ffom　human　tumors，　and　they
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designated　these　monocyte－derived　cells　as‘‘tumor－conditioned　macrophages”．

Moreoveちthe　generation　of　such　tumor－conditioned　macrophages　was

suppressed　by　the　depletion　of　M－CSF　ffom　conditioned　media，　and　thus　this

system　con丘㎜ed　the　central　role　played　by　M－CSF　in　the　dif民rentiation丘om

monocytes　to　TAM－like　cells．　In　addition　to　those　played　by　soluble　cytokines，

significant　roles　in　the　differentiation　of　monocytes　to　macrophages　were

suggested　fbr　cell－to－matrix　interactions　36’37）．　Tb　address　the　specific

mechanisms　involved　in　the　initial　phase　of　monocyte　differentiation，　we

attempted　to　induce　monocytes　to　di脆rentiate，肋v仇o，　into　TAM－like　cells　by

co－culture　with　tumor　cells，　and　we　evaluated　the　potential　role　of　cell　adhesion

to　extracellular　matrix（ECM）proteins　in　this　process．

　　　　In　this　studX　we　fb皿d　that　monocytes　were　induced　to　differentiate　into

macrophage－like　cells，　thereby　producing　high　levels　of　MMP－9（also　called

gelatinase　B），　the　expression　of　which　is　a㎞own　characteristic　of　TAMs

7’13’23’35）．　We　also　report　the　significance　of　cell　adhesion　in　monoc》吋ic

dif民rentiation．　Cell　adhesion　has　recently　been　considered　to　play　crucial　roles

in　various　cellular　fUnctions，　including　Proliferation，　differentiation，　and

apoptosis．　Integrin　is　a　m司or　family　of　cell　adhesion　molecules　consisting　of

two　subunits（αandβsubunits），　and　the　combination　of　these　subunits

detemlines　ligand　specificity．　Some　integrin　receptors　recognize　the　RGD

（Arg－Gly－Asp）sequence　present　in　adhesive　extracellular　matrix（ECM）

proteins　such　as　fibronectin　and　laminin．　We　present　evidence　that

RGD－dependent　cell　adhesion　is　implicated　in　monoc5咋e　differentiation　into

TAM－like　cells．
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Materials紐d　methods

Re49θ砿α〃ば繊匡bo吻5

　　　　Heparin　was　purchased　ffom　Novo　Nordisk（Copenhagen，　Denmark）．

Dextran　200，000　and　Ficoll－PaqueTM　PLUS　were　obtained　from　Wako

Chemicals　Industries（Osaka，　Japan）and　GE　Healthcare（Buckinghamshire，　UK），

respectivel》㌃MatrigelTM　and　laminin－1　were　purchased　ffom　BD　Biosciences

（San　Diego，　CA）．　Fibronectin　was　purchased　ffom　Chemicon　Intemational

（Temecula，　CA）．　Ex　Taq　polymerase　was　obtained　ffom　TaKaRa（Osak隅

Japan）．　TrizolTM，　Super　ScriptTM　II　reverse　transcriptase，　and　CellTrackerTM

Green　CMFDA　（5－chloromethylfluorescein　diacetate）　were　products　of

Invitrogen（Carlsbad，　CA）．　Inhibitor　of　MMP－9（anthranilic　acid　derivative），

inhibitor　of　MMP－2　（oleoyl－1＞」hydroxylamide），　H－Gly－Arg－Gly－Asp－

Ser－Pro－OH　　（GRGDSP）　peptide，　and　H－Gly－Arg－Ala－Asp－Ser－Pro－OH

（GRADSP）peptide　were　purchased丘om　Calbiochem（San　Diego，　CA）．

Gelatin－Sepharose　was　a　product　ofGE　Healthcare．

　　　　Antibodies　directed　to　MMP－9　and　CD68　were　purchased丘om　R＆D

Systems（Minneapolis，　MN）．　Antibodies　against　Mac－1（αMβ2　integrin），

CD　14，　and　fibronectin　were　purchased　from　Nichirei　Bioscience（Tokyo，　Japan），

Biolegend　（San　Diago，　CA），　and　TaKaRa，　respectively．　Alexa　Fluor

488－corjugated　donkey　anti－goat　IgG　antibody　and　Alexa　Fluor　647－co可ugated

goat　anti－mouse　IgG　antibody　were　purchased　ffom　Invitrogen．

HRP－corj　ugated　horse　anti－goat　IgG　antibody　and　HRP－corj　ugated　goat

anti－mouse　IgG　antibody　were　purchased　from　Kirkegaard＆Perry　Laboratories

（KPL；Gaithersburg，　MD）．

α砺
　　　　MKN　1（human　gastric　carcinoma　cell　line）was　provided　by　the　RIKEN

Cell　Bank（Tsukuba，　Japan）．　A172（a　human　glioma　cell　line）and　EJ－1（a

human　bladder　carcinoma　cell　line）were　provided　by　the　Human　Science

Research　Resources　Bank（Osaka，　Japan）．　SN　12C（a　human　renal　carcinoma

cell　line）was　provided　by　Dr．　Isaiah　J．　Fidler　of　the　M．D．　Anderson　Cancer

Center．　The　cells　were　cultured　in　RPMI　l640　medium（Gibco　BRL）

supplemented　with　10％fbtal　calf　senlm（FCS）at　37°C　under　a　5％CO2

atmosphere．

　　　　Monocytes　were　isolated　ffom　human　peripheral　blood　essentially　as

described　previously　38）．　Briefb～heparinized　human　blood　was　mixed　with　an
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equal　volume　of　3％dextran　200，000／saline　to　sediment　most　ofthe　erythrocytes．

A我er　the　samples　were　le我to　stand　fbr　30　min，　the　supematant　was　centrifUged

at　1，200　rpm　fbr　l　O　min．　Pelleted　cells　were　then　su句ected　to　Ficoll－Paque

density　gradient　centrifUgation　at　1，200　rpm　fbr　30　min，　and　mononuclear　cells

（PBMCs）were　recovered．　The　PBMCs　thus　obtained　were　allowed　to　adhere

to　the　culture　dish　in　RPMI　1640／10％FCS　at　37°C　fbr　l　h，　and　adherent　cells

were　collected　by　a　cell　scraper．　The　purity　of　monoc》Tes　was　estimated　to　be

60－80％by　flow　cytometry（fbrward　scattering／side　scattering　plots）．

Cb－c〃仇rθ㎡〃ω〃o砂τes　w∫功伽ωκ巫
　　　　Monocytes（1－2　x　l　O5　cells）were　added　to　a　24－well　plate　in　which　tumor

cells　had　been　cultured　at　a　subconfluent　density」and　the　co－culture　was

continued　fbr　3－7　days　in　RPMI　1640／10％FCS　at　37°C．　In　some　experiments，

the　co－culture　was　conducted　in　a　Boyden　chamber　system（Falcon　3504，

24－well　culture　plate；Falcon　3104，　cell　culture　insert　with　PET　membrane（pore

size，1．0μm））to　inhibit　direct　cell－to－cell　contact　between　monocytes　and　tumor

cellS．

Ge励〃砂励g卿吻
　　　　The　MMP　activity　was　detected　by　gelatin　zymography　essentially　as

described　previously　39’40）．　The　culture　supematant　was　electrophoresed　in

polyacrylamide　gel（6．5％）containing　SDS（0．1％）and　gelatin（1．5　mg／ml）

under　nonreducing　conditions．　The　gel　was　washed　three　times　in　washing

buffer（50　mM　Tris－HCl，150　mM　NaCl，10　mM　CaCl2，0．02％NaN3，　pH　7．5）

containing　2．5％Triton　X－100　fbr　30　min，　and　then　the　gel　was　incubated　in

washing　buffer　lacking　Triton　X－100　at　37°C　fbr　16　h．　The　gel　was　then

stained　with　Coomassie　brilliant　blue（CBB）and　destained　with　7．5％acetic

acid／5％methanol．

加〃醐o物斑㎎・

　　　　Specimens　were　su句ected　to　SDS－polyacrylamide　gel　（7．5％）

electrophoresis，　and　separated　proteins　were　electrically　blotted　onto　a

nitrocellulose　membrane（Hybond－ECL，　GE　Healthcare）using　a　semi－dry

blotting　system（BE－330，　Bio－Cra丘，　Tbkyo，　Japan）．　After　the　blotted

membrane　was　blocked　with　4％BlockAceTM（a　milk　protein－based　blocking

reagent；Dainippon　Pha㎜aceutical，　Os創（a，　Japan）｛br　30　min，　the　membrane

was　treated　with　anti－MMP－9　antibody（1：1000　dilution）fbr　20　h　and　then　with

HRP－corjugated　horse　anti－goat　IgG　antibody（1：1000　dilution）fbr　40　min．
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The　membrane　was　washed　with　PBS　containing　O．05％Tween　20（PBS－T）

three　times　after　each　reaction　step．　Proteins　were　detected　with　an　enhanced

chemiluminescence（ECL）detection　system（GE　Healthcare）．

　　　　For　the　detection　of丘bronectin　in　the　culture　supematant，　i㎜unoblo廿ing

was　also　carried　out，　essentially　under　the　same　conditions　as　those　described

above．　The　sample　was　separated　by　SDS－polyacrylamide　gel（6．5％）

electrophresis，　and　the　blotted　membrane　was　treated　with　anti－fibronectin

antibody（1：1000　dilution）fbr　20　h　and　HRP－corj　ugated　goat　anti－mouse　IgG

antibody（1：1000　dilution）fbr　40　min．

加〃2微吻orεsce〃ce履crosα脚
　　　　Monocytes　co－cultured　with　MKNl　cells　in　a　Lab－Tek　II　ch㎜ber　slideTM

system（8－well　glass　slide；Nalge　Nunc　Intemational　154534，　Penfield，　NY）

were　nxed　with　1％fb㎜aldehyde　at　room　temperature品r　10　min　and　were

treated　with　O．2％Triton　X－100／0．02％NaN3　in　PBS　at　4°C　fbr　10　min．　The

pe㎜eabilized　cells　were　successively　treated　with　4％BlockAceTM　fbr　30　min，

anti－MMP－9　antibody（5μg／ml）fbr　40　min，　and　anti－Mac－1　antibody（5μg／ml）

fbr　40　min．　The　cells　were　then　stained　with　secondary　antibodies（Alexa

Fluor　488－co可ugated　donkey　anti－goat　IgG　antibody（1：200　dilution）and　Alexa

Fluor　647－corj　ugated　goat　anti－mouse　IgG　antibody（1：200　dilution）fbr　30　min．

After　each　reaction　step，　the　cells　were　washed　five　times　with　PBS．　The

nuorescently　labeled　cells　were　observed　with　a　confbcal　laser－scanning

microscope（Radians　2100；Bio－Rad　Laboratories，　Hercules，　CA）．

Rρv6配ぴα〃sα輌o〃rρo吻∂〃α8ec肋」〃r2αcガo〃侭袈Pαり

　　　　The　total　RNA　was　prepared　by　the　AGPC　method　41）using　Trizol　and　was

reverse－transcribed　with　Super　Script　II　reverse　transcriptase　using　an　oligo－dT

primer．　In　order　to　detect　MMP－9　andβ一Actin　mRNA，　the　PCR　was　conducted

with　the　fbllowing　sets　of　primers：5’－CCA　TTT　CGA　CGA　TGA　CGA　GTF3’

and　5’－CTT　GTC　GCT　GTC　AAA　GTT　CGA－3’fbr　MMP－9（GenBank

accession　number：NM　OO4994）；and　5’－AAG　ATG　ACC　CAG　ArC　ArG　TTG

AG－3’and　5’－AGG　AGG　AGC　AAT　GAr　CTT　GAT　CTT－3’fbrβ一actin
（GenBank　accession　number：NM　OO　l　l　O　1）．　The　conditions　fbr　the　PCR　were

as　fbllows：95°C，30　sec；60°C，30　sec；72°C，40　sec；29－38　cycles．　The

products　were　separated　in　2．0％agarose　gel　in　40　mM　of　Tris／acetate　buffer

containing　l　mM　EDTA（pH　8．0）．　These　procedures　yield　544－and　648－bp

products　from　the　mRNAs　fbr　MMP－9　andβ一actin，　respectively．
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1）綱e’∫0〃㎡勘ro〃ec伽ノテ0〃2伽∂oκε〃－CO〃磁∫0ηe吻κ吻〃∂

　　　　The　serum－ffee　conditioned　medium　ofMKN　l　cells（1　ml）was　mixed　with

gelatin－Sepharose（0．05　ml，50％suspension），　and　the　mixture　was　incubated　at

4°Cfbr　24　h．　After　the　sedimentation　ofthe　gelatin－Sepharose，　the　supematant

was　su句ected　to　the　immunoblotting　analysis　using　anti－fibronectin　antibody．

Fibronectin　was　fbund　to　be　ef民ctively　removed丘om　the　conditioned　medium

throughout　the　procedure．　Proteins　bound　to　the　gelatin－Sepharose　were

analyzed　by　SDS－polyacrylamide　gel　electrophoresis　fbllowed　by　CBB　staining，

which　yielded　a　m司or　band　of～200　kDa　that　was　identified　as　a　subunit　of

fibronectin　by　immunoblot　analysis．

抗wj〃o’〃w5∫o〃α55砂

　　　　The吻∫πo　invasion　assay　was　perfb㎜ed　using　a　Boyden　chamber　system

（Falcon　3504，24－well　culture　plate；Falcon　3097，　cell　culture　insert　with　PET

membrane（pore　size：8．0μm）），　as　described　previously　42），　Monocytes（1　x

105cells）that　had　been　co－cultured　with　tumor　cells　in　the　Boyden　chamber

system　were　mixed　with　nuorescently　labeled（1μM　CellTrackerTM　at　37°C　fbr

30min）MKNl　cells（1．25　x　105　cells），　and　the　cell　mixture　was　suspended　in

RPMI　1640（serum一丘ee）and　placed　in　the　upper　chamber　ofthe　Boyden　system．

The　membrane　between　the　upper　and　lower　chambers　had　previously　been

coated　with　MatrigelTM　at　4°C　fbr　16　h．　The　lower　chamber　was　filled　with

RPMI　1640／10％FCS，　and　the　chambers　were　incubated　at　37°C　fbr　l8　h．

MKNl　cells　that　had　migrated　through　Matrigel－coated　membranes　were

counted　under　a　fborescence　microscope．　In　some　experiments，　the　cell

invasion　was　assayed　in　the　presence　of　an　MMP－9　inhibitor（anthranilic　acid

derivative，1μM）or　an　MMP－2　inhibitor（oleoyl－∧仁hydroxylamide，1μM）．

F70川少伽2召か∫cαη吻sjs

　　　　The　expression　of　CD　l　4　and　CD68　was　measured　with　a　fbw　cytometer

（FACS　Calibur，　BD　Biosciences，　San　Diego，　CA）using　specific　antibodies　and

FITC－labeled　anti－mouse　IgG　antibody，　as　described　previously　43）．
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Results

血αραぶeぶ∫〃MMPseαe’rO〃砂〃∂斑4　C〃伽7eρ∫〃20〃0砂伽α〃∂伽20κ巫

　　　　Monocytes　were　co－cultured　with　MKN　1，　A　172，　SN　12C，　or　EJ－1　cells　fbr

3－7days　in　RPMI　1640／10％FCS，　and　the　culture　media　were　replaced　with

serum一丘ee　RPMI　1640．　A丘er　the　cells　had　been　cultured　in　serum－fそee

medium　fbr　24　h，　the　conditioned　media　were　assayed　fbr　MMPs　by　gelatin

zymograph》～and　MMP－91evels　in　the　supernatants　ofthe　co－culture　were　fbund

to　be　much　higher　than　those　of　the　single　cultures　of　either　monocytes　or　tumor

cells　alone（Fig．1－lA）．　The　increased　secretion　of　MMP－9　a丘er　the　co－culture

of　these　cells　fbr　3－7　days　was　observed　in　all　fbur　cases　using　distinct　tumor

cell　lines，　but　the　augmentation　of　MMP－9　secretion　with　MKNl　or　A172　cells

was　more　prominent　than　that　with　SN　12C　or　EJ－1　cells．　Although　secretion　of

MMP－2丘om　MKNl　and　Al72　cells　was　detected，　the　levels　of　secretion

remained　unchanged　by　the　presence　of　monocytes　in　the　culture．　We　then

perfb㎜ed　an　immunoblot　analysis　of　the　same　culture　supernatants　using

anti－MMP－9　antibody，　and　fbund　that　MMP－9　production　in　the　co－culture

supematant　had　increased　in　a　time－dependent　manner（Fig．1－1B）．　Because

each　s㎜ple　used　fbr　zymography　was　collected　24　h　after　the　replacement　of

old　medium　with　ffesh　medium，　the　results　suggest　that　the　rate　of　MMP－9

secretion　had　gradually　increased　during　this　culture　period．　Taken　together，

these　results　indicate　that　MMP－9　secretion　into　culture　media　is　potentiated　by

interactions　between　monocytes　and　tumor　cells，　and　that　the　degree　of　this

potentiation　depends　on　the　type　oftumor　cells　present　in　the　co－culture．

　　　　To　address　the　role（s）　Played　by　direct　cell－to－cell　contact　in　the

potentiation　of　MMP－9　production，　we　employed　a　Boyden　chamber　system　fbr

the　co－culture．　Co－culture　in　the　Boyden　chamber　system　still　yielded　high

levels　of　MMP－9　secretion　in　all　cases，　i．e．，　with　all　fbur　tumor　cell　lines　used

（Fig．1－1C）；however，　MMP－91evels　in　the　Boyden　chamber　cultures　were

significantly　lower　than　those　of　the　regular　mixed　cultures．　It　is　likely　that　in

addition　to　soluble　factors　present　in　the　culture，　direct　cell－to－cell　interactions

between　monocytes　and　tumor　cells　played　a　significant　role　in　the　potentiation

ofMMP－9　secretion　ffom　these　cells．
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Fig．1－l　Zymographic　analysis　of　co－culture　supematants　of　monocytes　and　tumor　cells．

（A）Monoc）唯es（1－2　x　105　cells）were　cultured　with　subconnuent　monolayers　of　MKN　I，Al72，

SN　l　2C，　or　EJ－1　cells　fbr　3－7　days．　The　culture　media　were　then　replaced　with　ffesh　RPMI

l640（serum－ffee），　and　the　co－cultures　were　continued　fbr　24　h．　The　supernatants　were

collected　and　assayed　fbr　MMPs　by　gelatin　zymography　The　secretion　of　MMPs丘om

tumor　cells　or　monocytes　alone　was　also　analyzed．（B）Serum一廿ee　conditioned　media　fbr　24

hafter　co－culture　fbr　O－7　days，　assayed　by　gelatin　zymography（㊧ρθピρoηe1）．　The　same

samples　were　concentrated　with　Microcon（YM’30）and　analyzed　by　immunoblotting　using

anti－MMP－9　antibody（10weτ、ραηθ1）．　（C）Co－culture　conducted　with　a　Boyden　chamber

system．　T㎜or　cells（2　x　105　cells）were　placed　in　a　24－well　culture　plate（Falcon　3504）and

cultured　in　RPMI　1640／10％FCS　fbr　24　h．　The　medium　was　replaced　with廿esh　serum一丘ee

RPMI　1640（0．7　ml），　and　the　plate　was　assembled　with　an　upper　chamber（Falcon　3104）

containing　a　monocyte　suspension（1－2　x　l　O5　cells／0．3　ml）．　The　chambers　were　incubated　at
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37°Cfbr　3－7　days，　and　MMP　in　the　culture　supematants　was　analyzed　by　gelatin　zymography．

Each　conditioned　medi㎜丘om　the　co－culture　with　the　Boyden　chamber　system（＋）was

compared　to　medi㎜cultured　on　a　regular　24－well　plate（一）．

　　　　We　next　per品㎝ed　immunonuorescence　microscopy　to　dete㎜ine　which

cells　had　been　stimulated　to　produce　MMP－9．　Monocytes　and　MKNl　cells

were　co－cultured　fbr　5　days，　and　the　cells　were　stained　with　anti－MMP－9　and

anti－Mac－1　antibodies　a丘er　being　pe㎜eabilized　with　O．2％Triton　X－100　at　4°C

fbr　10　min（Fig．1－2A）．　The　strong　fluorescence　derived　from　anti－MMP－9

antibody　was　fbund　to　be　associated　with　spherical　cells　rather　than　with　flatten

cells　and　the　spherical　cells　were　fluorescently　positive　fbr　Mac－1，　a　monocytic

surface　marker．　The　finding　suggests　that　monocytes　produced　MMP－9　more

actively　than　did　the　MKN－1　cells．　We　also　conducted　an　RT－PCR　analysis　of

mRNA　fbr　MMP－9　in　monocytes　and　MKNl　cells．　A丘er　these　two　cell　types

were　co－cultured　fbr　5　days　in　the　Boyden　chamber　system，　the　total　RNA　was

isolated丘om　both　cell　types，　and　was　su句ected　to　RT－PCR（Fig．1－2B）．　The

MMP－9　mRNA　expression　in　monocytes　increased　a丘er　the　co－culture　with

MKNl　cells，　whereas　that　in　the　MKNl　cells　did　not　markedly　changed　a丘er

co－culture　with　monocytes．　Thus，　it　is　most　likely　that　the　enhanced

production　ofMMP－9　after　co－culture　was　primarily　of　monocytic　origin．
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MMP－9　　　　　　Mac－1　　　　　　　Merge

B
　　　　　　　　　　MMP－9

MKN1　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＜1544　bp

Mon㏄ytes　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　司544　bp

　　　　　　　　　　　（一｝　　（◆）　　（一）　　｛◆）　　｛一）　　（＋）　　（一）　　｛＋｝　　C（〉＿culture

　　　　　　　　　　　　　29　　　　　32　　　　　35　　　　　38　　　Cycle

　　　　　　　　　　匪Ac6n

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　司648bP

　　　　　　　　　　　（一）　（◆）　（一）　（＋）　Co－culture

　　　　　　　　　　　　　27　　　　　23　　　Cycle

　　　　　　　　　　Mon㏄ytes　MKN　1

Fig．1－2　Analyses　of　MMP－9－producing　cells　by　imm皿onuorescence　and　RT－PCR．（A）

Monocytes　and　MKN　l　cells　were　co－cultured　fbr　5　days，　and　the　cells　were　treated　with　O．2％

Triton　X－100／0．02％NaN3　in　PBS　at　4°C　fbr　10　min．　The　treated　cells　were　then　stained

with　anti－MMP－90r　anti－Mac－1　antibodies，　fbllowed　by　treatment　with　nuorescently　labeled

second　antibodies．　The　fluorescently　labeled　cells　were　observed　with　a　confbcal

laser－scanning　microscope．　Scale　bar＝10μm．（B）MMP－9　mRNA　in　monocytes　and

MKNl　cells　a仕er　co－culture　fbr　5　days　in　Boyden　chambers，　analyzed　by　RT－PCR．

Amplification　cycles　fbr　PCR　varied　ffom　29　to　38．
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屹9rρ’o吻c∫〃gc必
　　　　We　then　assessed　the　ef民cts　of　monocyte－derived　and　MMP－9－producing

cells　on　invasion　ofMKN　l　carcinoma　cells　into　Matrigel　basement　membranes．

Monocytes　were　first　co－cultured　with　MKNI　or　EJ－1　cells　fbr　5　days　in　a

Boyden　chamber　system（membrane　pore　size，1．0μm）．　Dif民rentiated

monocytes　were　recovered　fヒom　the　chamber　and　were　mixed　with　fluorescently

labeled　MKN　l　cells．　The　cell　mixture　was　then　placed　in　the　upper　chamber　of

another　set　of　Boyden　chambers（membrane　pore　size，8．0μm），　the　membrane

between　the　upper　and　Iower　chamber　of　which　had　been　coated　with　Matrigel．

A丘er　the　chambers　were　incubated　at　37°C　fbr　18　h，　MKNl　cells　that　had

migrated　through　Matrigel－coated　membranes　increased　in　number　in　the

presence　of　monocytes　that　had　been　co－cultured　with　MKNl　cells（Fig．1－3）．

In　contrast，　in　the　presence　of　monocytes　that　had　been　co－cultured　with　EJ－1

cells，　no　signi丘c狙t　increase　in　the　n㎜ber　of　mvading　MKNl　cells　was

observed．　The　enhancing　effbct　achieved　with　diffbrentiated　monocytes　was

correlated　with　MMP－9　productivity（Fig．1－1）．　Furthe㎝ore，　augmentation　by

dif民rentiated　monocytes　was　reversed　by　the　addition　of　an　MMP－9　inhibitor

（Fig．1－3），　but　not　an　MMP－2　inhibitor（data　not　shown）．　These　results　indicate

that　the　invasion　of　MKNl　cells　into　the　Matrigel　had　been　promoted　in　the

presence　of　dif飴remiated　monocytes　in　an　MMP－9－dependent　mame仁
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Fig．1－3　Ef琵cts　of　dif民rentiated　monocytes　on　the　invasion　of　MKN　l　cells．　The∫ηv∫τro

invasion　assay　was　perfb㎜ed　using　a　Boyden　chamber　system　with　a　Matrigeレcoated

membrane．　Monocytes（5　x　105　cells）were　added　to　the　lower　chamber　of　the　Boyden

chamber　system（pore　size，1．0μm），　and　MKN　l　or　EJ－l　cells（2　x　l　O5　cells）were　added　to　the

upper　chamber．　After　the　chambers　had　been　incubated　fbr　5　days，　diffbrentiated　monocytes

in　the　lower　chamber　were　recovered．　These　differentiated　cells（l　x　105　cells）were　mixed

with　a　suspension　of　MKNl　cells（1．25　x　lO⊃cells　in　serum－ffee　RPMI　1640）that　had　been

labeled　with　CellTrackerTM（1μM　at　37°C　fbr　30　min），　and　the　cell　mixture　was　placed　in　the

upper　chamber　of　another　set　of　chambers　in　a　Boyden　chamber　system（pore　size，8．0μm）．

The　lower　chamber　was　611ed　with　RPMI　l　640／10％FCS，　and　the　chambers　were　incubated

at　37°C　fbr　18h．　MKN　l　cells　that　had　migrated　through　the　membrane　were　counted　under

afluorescence　microscope．　The　data　are　shown　as　the　means　with　SD　of　6－9　fields　selected

at　random．　The　assay　was　conducted　in　triplicate　in　the　presence（gγの功αりor　absence

（b1αcんbαりofan　inhibitor　of　MMP－9（1μM）．＊＊＊p〈0．005　vs．　control　monocytes．
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　　　　Monocytes　were　co－cultured　with　tumor　cells（MKN　1，　A　172，　SN　12C，　or

EJ－1）in　the　Boyden　chambers　fbr　5　days，　and　then　the　cells　cultured　in　this

manner　were　observed　under　a　phase－contrast　microscope．　Monocytes

co－cultured　with　MKNl　or　A172　cells　were　fbund　to　spread　and　exhibited　a

macrophage－like　morpholog5らwhereas　after　co－culture　with　SN　12C　or　EJ－1

cells，　most　of　the　monocytes　maintained　their　spherical　shape　and　showed　less

nattening（Fig．1－4A）．　The　morphological　change　seen　in　monocytes　induced

by　co－culture　with　tumor　cells　was　correlated　with　MMP－9　productivity，　i．e．，

monocytes　co－cultured　with　MKNl　or　A172　cells　became　polygonal　and　more

adherent，　and　they　produced　high　levels　of　MMP－9，　whereas　monocytes

co－cultured　with　SN　12C　or　EJ－1　cells　showed　no　notable　morphological　changes

and　only　limited　MMP－9　production（Figs．1－1　and　1－4A）．　We　next　examined

expression　profiles　of　macrophage　markers　on　dif民rentiated　monocytes　by

flowcytometry．　The　population　with　high　CD　14　expression　increased　after

co－culture　with　tumor　cells（MKN　l　and　EJ－1），　and　the　increase　in　CD　14－high

expresser　was　more　prominent　when　monocytes　were　co－cultured　with　MKN　l

cells　（Fig．1－4B），　By　contrast，　the　increase　in　CD68　expression　on

differentiated　monocytes　was　limited．
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Fig．仁4　Phenotypic　changes　of　monocytes　induced　by　co－cultured　with　tumor　cells．　（A）

M・n・・”・・（1－2・105cell・）w・・e　c・－cult・・ed　with　MKN1，Al72，　SN12C，・・EJ－1　cell，（2・

105c・ll・）i・th・B・yd・n・h・mber　sy・t・m（P・・e・i・e，1．0μm）・・d・・c・ib・d　i・Fig．1－3．　A負，・

the　chambers　were　incubated　fbr　5　days，　monocytes　in　the　lower　chamber　were　observed

under　a　phase－contrast　microscope．　Scale　bar＝10μm．（B）Monocytes　co－cultured　with

MKNl　or　EJ－l　cells　in　the　Boyden　chamber　system　fbr　5　days　were　analyzed　by　flow

cytometry　after　being　stained　with　monoclonal　antibody　against　CD　140r　CD68　and　with

FITC－labeled　secondary　antibody　The　control　monocytes　were　cultured　in　the　absence　of

tumor　cells　fbr　5　days．　The　profiles　without　antibody　staining　are　indicated　by　lines　without

shadows，
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　　　　Because　monocytes　became　more　adhesive　to　culture　plates　during

co－culture　with　tumor　cells，　we　examined　the　possible　roles　of　cell　adhesion　to

ECM　proteins　in　the　process　of　monocyte　dif飴rentiation．　When　monocytes

were　co－cultured　with　MKNl　cells　in　the　presence　of　a　GRGDSP　peptide（an

inhibitor　of　integrin－mediated　cell　adhesion），　such　monocyte　spreading　was　no

longer　observed（Fig．1－5A）．　However，　the　addition　of　a　control　GRADSP

peptide　showed　no　such　inhibition　of　morphological　change．　In　parallel　with

the　inhibition　of　cell　spreading，　MMP－9　production　induced　by　co－culture　with

MKNl　cells　was　also　suppressed　by　the　addition　of　a　GRGDSP　peptide，　but　not

by　the　GRADSP　peptide，　either　in　co－culture　fbr　5　days　or　in　subsequent

co－culture　with　fヒesh　medium　fbr　24　h（Fig．1－5B）．　Similar　inhibitory　effects

of　a　GRGDSP　peptide　on　MMP・・9　production　were　observed　when　monocytes

were　cultured　with　EJ－1　cells（data　not　shown）．　These　results　suggest　that

RGD－dependent　cell　adhesion　played　a　critical　role　in　bringing　about　the

phenotypic　changes　induced　by　co－culture　ofthese　monocytes　with　tumor　cells．

　　　　The　RGD　sequence　is　present　in　various　ECM　proteins　such　as　fibronectin

and　laminin，　and　it　plays　an　essential　role　in　integrin－ECM　interactions　32’44－46）．

The　conditioned　medium　of　MKN　l　cells　contained　a　higher　concentration　of

fibronectin　than　did　the　conditioned　EJ－1　cell　medium，　as　was　indicated　by　both

immunobIot　and　RT－PCR　analyses（data　not　shown）．　In　addition，　a　m勾or

portion　of　dif民rentiation－inducing　activity　in　the　conditioned　medium　of　MKN　l

cells　was　recovered　in　a　high－molecular－weight丘action　after　ultrafiltration　with

MicroconTM　YM－50（Millipore　Coq）oration，　Billerica，　MA）（data　not　shown）．

We　therefbre　assessed　the　effbct　of　fibronectin　depletion　from　the　conditioned

media　on　monocyte　differentiation．　The　treatment　of　conditioned　medium　of

MKN　l　cells　with　gelatin－Sepharose　effectively　removed　fibronectin，　as　detected

by　i㎜unoblot　analysis（Fig．1－6A）．恥en　the　monoc抑es　were　cul加red　in　the

fibronectin－depleted　conditioned　medium　of　MKN　l　cells　fbr　5　days，　they

produced　a　lower　level　of　MMP－9　than　did　monocytes　cultured　with　untreated

conditioned　medium（Fig．1－6B）．　A　similar　reduction　in　MMP－9　production

was　observed　after　the　culture　was　continued　fbr　24　h　using丘esh，　serum－ffee

medium．　The　depletion　of　fibronectin　f卜om　the　conditioned　medium　of　EJ－1

cells　also　resulted　in　a　similar　reduction　in　MMP－9　production（data　not　shown）．
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Fig．1－5　Role　of　RGD－dependent　cell　adhesion　in　phenotypic　changes　in　monocytes．　（A）

M・n・・”・・（1－2・105cell・）i・也・1・w・・ch㎝b・・and　MKNI・ell・（2・105　cell・）i・th・upP・・

ch㎜ber　of血e　Boyden　chamber　system　were　co－cul皿ed　in　se㎜一廿ee鯉MI　l640允r　5

days　in　the　presence　of　GRGDSP（RGD）or　GRADSP（R4D）peptides（l　mM）．　Monocytes

were　observed　under　a　phase－contrast　microscope．　Scale　barニ10μm．　（B）After　co－culture

fbr　5　days，　described　above，　the　culture　supematants　were　assayed　fbr　MMPs　by　gelatin

zymography（ゆρθγμηe1）．　The　co－culture　was　continued　with　ffesh　RPMI　1640

（se㎜・丘ee）品r　24　h，　and　the　cult皿e　supemat孤t　was　again　su句ected　to　gelatin　zymogaphy

（10wγραηθ1）．
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Fig．1－6　Depletion　of　fibronectin　ffom　conditioned　MKN　l－cell　medium．　（A）The

conditioned　medium　of　MKN　l　cells　was　mixed　with　gelatin－Sepharose，　and　the　mixture　was

incubated　at　4°C　fbr　24　h．　After　the　sedimentation　of　gelatin－Sepharose，　the　supematant　was

applied　to　immunoblotting　analysis　using　anti－fibronectin　antibody　（B）Monocytes　were

cultured　fbr　5　days　in　RPMI　l　640　medi㎜（serum一丘ee）containing且bronectin－depleted　or

untreated　conditioned　MKN　1－cell　medium（70％）．　The　culture　supernatant　was　s画ected　to

gelatin　zymography（塑ρerραη吟　The　culture　was　continued　fbr　24　h　with　ffesh　RPMI

1640（serum－f㌃ee），　and　the　culture　supematant　was　again　su句ected　to　gelatin　zymography

（10wθrραη♂．
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　　　　We　next　examined　the　direct　ef民cts　of　the　addition　of　several　ECM

components，　including　fibronectin．　After　the　lower　chambers　of　the　Boyden

ch㎜ber　system　were　coated　with　fibronectin，　laminin－1，0r　Matrigel，

monocytes　and　tumor　cells（MKN　l　or　EJ－1　cells）were　added　to　the　lower　and　to

the　upper　chambers，　respectively　The　co－culture　was　conducted　in　serum一丘ee

RPMI　1640　fbr　5　days，　and　monocytes　cultured　in　a　fibronectin－coated　plate

exhibited　better　spreading　and　a　more　macrophage－like　morphology　than　did

monocytes　cultured　in　laminin－1－or　Matrigel－coated，　or　uncoated　plates（Fig．

1－7A）．　Coating　of　the　plate　with　fibronectin　also　resulted　in　a　potentiation　of

MMP－9　production　by　the　monocytes　after　they　had　been　co－cultured　with

MKN　l　or　EJ－1　cells（Fig．1－7B）．　It　should　be　noted　that　the　plate－coating　with

laminin－10r　Matrigel　abrogated　the　MMP－9　production　induced　by　the

co－culture　with　EJ－1　cells．　It　is　suggested　that　monocyte　diffbrentiation　was

promoted　by　immobilized且bronectin　but　suppressed　by　laminin－10r　Matrigel．

　　　　Finall》らwe　assayed　the仇vτかo　invasion　of　tumor　cells　into　Matrigel　in　the

presence　of　monocytes　dif琵rentiated　in　fibronectin－coated　plates．　Invasion　of

MKN　l　cells　into　the　Matrigel　was　most　ef民ctively　enhanced　in　the　presence　of

monocytes　that　had　been　differentiated　in　fibronectin－coated　plates　by　co－culture

with　either　MKN　l　or　EJ－1　cells（Fig．1－7C）；this　finding　was　consistent　with　the

MMP－9　productivity　ofthe　dif民rentiated　monocytes．
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Fig．1－7　Dif琵rentiation　ofmonocytes　by　co－culture　with　tumor　cells　in　ECM　protein－coated

plates．（A）Monocytes　were　cultured　with　MKN　l　or　EJ－1　cells　in　the　Boyden　chamber

system．　A　monocyte　suspension（1－2　x　105　cells／0．7　ml）in　RPMI　l　640（serum一丘ee）was

placed　in　the　lower　chamber，　which　had　been　coated　with　fibronectin（卵），　laminin－1（Lル1），
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or　Matrigel（MG）at　4°C　fbr　16　h．　MKN　l　or　EJ－1　cells（2　x　l　O5　cells／0．3　ml）were　added　to

the　upper　chamber，　and　these　cells　were　cultured　fbr　5　days．　Monocytes　in　the　lower

chamber　were　then　observed　under　a　phase－contrast　microscope．　Scale　bar＝10μm．　（B）

Co－culture　of　monocytes　and　tumor　cells　was　conducted　fbr　5　days，　and　then　was　continued

fbr　24　h　fbllowing　replacement　with丘esh　medium．　The　supematants　ofthe　co－cultures　were

collected　and　assayed　fbr　MMP－9　by　gelatin　zymography　The　results　of　the　5－day　culture

with　EJ－1　cells　and　the　24－h　culture　with　MKN　l　cells　are　shown．（C）Invasion　of　MKNl

cells　in　the　presence　of　diffbrentiated　monocytes　was　assayed　using　the　Boyden　chamber

system．　MKN　l　cells（1．25　x　l　O5　cells）labeled　by　CellTrackerTM（1μM）at　37°C　fbr　30　min

were　mixed　with　monocytes　dif飴rentiated　by　co－culture　with　MKNI　or　EJ－l　cells（1　x　l　O5

cells）in　fibronectin－coated　plates，　as　described　in（A）．　The　cell　mixture　was　placed　in　the

upper　chamber　equipped　with　a　membrane　that　had　been　coated　with　Matrigel，　and　the　lower

chamber　was　filled　with　RPMI　1640／10％FCS．　A丘er　the　chambers　were　incubated　at　37°C

fbr　18h，　labeled　MKN　l　cells　that　had　migrated　through　the　membrane　were　counted皿der　a

fluorescence　microscope．　The　assays　were　carried　out　in　triplicate，　and　the　data　are

presented　as　mean土SD．
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Discussion

　　　　In　this　study，　we　attempted　to　differentiate　monocytes∫ηvjかo　into

TAM－like　cells，　and　successfUlly　induced　monocytes　to　produce　high　levels　of

MMP－9　by　co－culture　with　tumor　cell　lines　and　without　the　exogenous　addition

of　cytokines　such　as　M－CSF（Figs．1－l　and　1－2）．　The　acquisition　of　MMP－9

productivity　by　monocytes　appeared　to　be　accompanied　by　morphological

changes，　i．e．，　macrophage－like　spreading（Fig．1－4）．　These　phenotypic　changes

induced　by　the　co－culture　depended　on　the　type　of　tumor　cells　used．　The

degree　of　MMP－9　production　and　momhological　changes　were　well　correlated．

The　dif民rential　ability　of　tumor　cells　with　regard　to　the　induction　of　monocyte

dif民rentiation　may　reflect　variation　among　TAMs　in　different　patients　47’48）．

MMP－9　production　is　considered　as　one　of　the　most　important　characteristics　of

TAMs　af民cting　both　the　malignant　behavior　of　tumor　cells　as　well　as

angiogenesis　7’35）．　Since　it　is㎞own　that　MMP－9　degrades　type　IV

collagen－rich　basement　membranes　and　assists　with　tumor　invasion　and

metastasis，　we　assayed　the∫ηv∫かo　invasion　of　MKN　l　human　gastric　carcinoma

cells　into　Matrigel．　The　results　revealed　that　the　presence　of　differentiated

monocytes　promoted　the　invasion　of　MKNl　cells　in　an　MMP－9－dependent

manner（Fig．1－3）．　Moreover，　the　promotion　of　cell　invasion　by　dif民rentiated

monocytes　was　correlated　with　their　MMP－9　productivity．　Thus，　the　results

clearly　indicate　that　monocyte－derived　and　TAM－like　cells　promote　tumor　cell
の　　　　　　　　　　　　　　

1nvaslon．

　　　　MMP－9　secretion　ffom　monocytes　was　detected　a丘er　3－day　co－culture　of

the　monocytes　with　tumor　cells，　and　levels　of　secretion　gradually　increased　fbr

up　to　7　days　of　culture（Fig．1－1）．　Monocytes丘eshly　isolated丘om　blood　were

readily　dif民rentiated　into　cells　that　produced　high　levels　of　MMP－9　within　a

rather　short　period　of　culture，　and　this　differentiation　required　no　prior

preparation　of　monocyte－derived　macrophages　23’27）．　The　co－culture　of

monocytes　and　tumor　cells　in　the　Boyden　chamber　culture　system　indicated　an

essential　role　of　soluble　factors　secreted　f士om　tumor　cells，　as　well　as　the

importance　of　cell－to－cell　contact，　in　monocyte　dif飴rentiation．　A　recent　study

by　Solinas　and　co－workers　24）demonstrated　that　conditioned　media　of　tumor

cells　induced　the　dif飴rentiation　of　monocytes．　They　also　fbund　that　the　gene

expression　profiles　of　these　differentiated　monoc）碇es　（designated　as
“tumor－conditioned（TC）macrophages”）were　similar　to　those　of　TAMs．　The

dif民rentiated　monocytes　seen　in　this　study　may　thus　share　common　phenotypes
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with　such　TC－macrophages．　Their　study　also　indicated　that　the　differentiation

of　TC－macrophages　involved　M－CSF　as　an　essential　factor．　In　the　present

stud》～we　demonstrated　that　RGD－dependent　cell　adhesion　plays　a　critical　role　in

monocyte　differentiation．　Fibronectin　produced　by　tumor　cells　was　a　strong

candidate　involved　in　cell　adhesion．　The　most　typical　RGD－dependent　cell

adhesion　was　fbund　to　be　mediated　by　the　interaction　between　fibronectin　and

α5β1integrin　32）．　Terui　and　co－workers　37）reported　thatα5β1　integrin　was

upregulated　during　monocyte　differentiation，　and　this　cell　adhesion　molecule

may　fUnction　as　a　receptor　fbr　fibronectin，　leading　to　the　promotion　ofmonocyte

dif民rentiation．　One　possibility　is　that　α5β1　integrin－fibronectin　interaction

mediates　cell－to－cell　contact　between　monocytes　and　tumor　cells，　causing　an

effective　dif民rentiation　of　monocytes（Fig．1－1C）．　However，　it　was　ofnote　that

neither　laminin－1　nor　Matrigel　exeHed　a　positive　ef飴ct　on　this　dif民rentiation．

On　the　contrary，　Matrigel　and　laminin－l　interestingly　decreased　the　MMP－9

expression　levels．　These　results　suggest　that　specific　interactions　between

ECM　proteins　and　their　cellular　receptors　are　required　R）r　the　dif民rentiation

P「ocess・

　　　　Macrophages　are　divided　into　two　populations，　which　are　respectively

refbrred　to　as　Ml　and　M2　according　to　phenotype，　including　the　cytokine

production　profile　20）．　The　MI　type　is　a　classic　immunoactive　macrophage　and

produces　IL－12　and　TNF一α，　whereas　the　M2　type　is　involved　in　tissue

remodeling　and　produces　IL－10，　but　not　IL－12．　TAMs　are　considered　to　be

polarized　towards　M2－type　cells　with　immunosuppressive　fUnctions　such　as

poor　antigen－presenting　capacity　and　the　supPression　of　T－cell　activation，　in

addition　to　a　production　of　growth　and　angiogenic　factors　and　MMPs．　It　is

therefbre　likely　that　the　monocytes　in　the　present　study　underwent

dif民rentiation　directed　toward　M2－like　cells　during　the　co－culture　with　tumor

cells．　Although　the　characteristics　of　TAMs　are　generally　thought　to　be

heterogeneous，　the　phenotypes　of　the　TAM－like　cells　dif騰rentiated　ffom　blood

monocytes　in　this　study　will　still　need　to　be　analyzed　in　detail　in　fUture　studies．

The　TAM－like　cells　induced　in　the　present∫ηv∫πo　system　provide　a　usefUl

model　to　investigate　the　process　ofdif民rentiation　in　TAMs，　and　will　help　eflbrts

to　characterize　the　fUnctions　of　TAM　in　modulating　the　malignant　behavior　of

tumor　cellS．
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The　person　can　become　both　a　good　guy　md　a　poor　guy，　by　enviro㎜ent　and　education．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　Chapter　2

　Potentiation　of　tumor　cell　invasion　by　co－culture　with

monocytes　accompanying　enhanced　production　of　matrix

　　　　　　　　　metalloproteinase　and　fibronectin
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Introduction

　　　　The　malignant　behaviors　of　tumor　cells　are　greatly　influenced　by　the

peritumoral　microenvironment．　The　mutual　interactions　between　tumor　cells

and　cellular　and　non－cellular　components（extracellular　matrix：ECM）of　the

host　microenvironment　affect　tumor　development　and　progression　by　controlling

proliferation，　migration，　invasion，　metastasis，　angiogenesis，　and　apoptosis　l－3）．

Macrophages　are　a　m司or　population　of　host　immune　cells，　and　a　subset　called

tumor－associated　macrophages（TAMs）infiltrate　into　tumor　tissues．　Although

macrophages　have　been　thought　to　exhibit　cytotoxicity　against　tumor　cells，

recent　studies　have　demonstrated　that　TAMs　enhance　tumor　progression　5’7’49）．

Indeed，　TAMIs　have　been　reported　to　secrete　various　cytokines，　growth　factors，

and　enzymes　that　promote　tumor　metastasis　and　angiogenesis，　including　TNF一α

12’13）epide㎜al　growth｛らctor（EGF）10），　vascular　endothelial　gro杣血ctor

（VEGF）8），　interleukin（IL）－89），　platelet－derived　growth　factor（PDGF）ll），　and

matrix　metalloproteinases（MMPs）13’14）．　These　paradoxical　activities　of　TAMs

on　tumor　progression　might　be　dete㎜ined　by　the　directions　of　TAM

diffbrentiation　21）．　To　characterize　the　biological　nature　of　TAMs，　we

previously　attempted　to　induce　differentiation　of　human　peripheral　blood

monocytes∫η　γ」かo　by　co－culture　with　tumor　cells，　and　succeeded　in

diffbrentiating　monocytes　into　TAM－like　cells　producing　a　high　Ievel　of　MMP－9

（Chapter　1）．　We　also　reported　that　ECM　proteins　such　as　fibronectin　played　an

important　role　in　the　monocyte　diffbrentiation　and　that　the　diffbrentiated

monocytes　promoted　tumor　cell　invasion．　During　co－culture　of　these　cells，　we

observed　that　tumor　cells　changed　their　morphology　and　production　of

fibronectin．　The　interaction　of　tumor　cells　with　ECM　proteins　has　been

thought　to　be　important　fbr　various　aspects　of　tumor　invasion　and　metastasis

50－52）．　In　fact，　a　number　of　studies　have　suggested　that　tumor　invasion　is

innuenced　by　ECM　proteins　such　as　fibronectin　53’54），　laminin　55），　and　tenascin　56）．

On　the　other　hand，　integrins，　a　m勾or　class　of　cell　adhesion　molecules，　serve　as

cellular　receptors　fbr　ECM　proteins，　and　their　interactions　with　ECM　proteins

play　key　roles　in　tumor　cell　behaviors．　The　integrin－mediated　cell　adhesion　to

ECM　transduces　signals　into　tumor　cells　to　potentiate　production　of　MMPs　57’59）

and　to　induce　tyrosine　phosphorylation　of　fbcal　adhesion　kinase（FAK）60）．
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　　　　In　the　present　study，　we　fbcused　on　phenotypic　changes　of　tumor　cells　after

the　co－culture　with　monoc》戊es．　We　first　describe　an　increase　in　the　invasive

potential　of　some　tumor　cells　after　the　co－culture　with　monocytes　in　parallel

with　an　enhanced　secretion　of　MMP－9．　Secondly，　we　show　that　the　co－culture

induced　tumor　cells　to　change　their　mo叩hology．　We　then　analyzed　the

relationship　between　these　phenotypic　changes　and　the　ECM－integrin　system，

especially　fibronectin　and　oし5β1　integrin．　Fibronectin　is　an　ECM　protein　with

wide　tissue　distribution　and　plays　crucial　roles　in　various　cellular　fUnctions，

including　prolifbration，　migration，　and　differentiation，　by　interacting　with

integrins　via　an　RGD（Arg－Gly－Asp）triplet　sequence　in　its　cell－binding　domain．

Theα5β1　integrin　is　a　prototype　of　an　RGD－recognizing　cellular　receptor　fbr

fibronectin　53’61’62）．　We　examined　the　secretion　of　fibronectin　into　the　culture

medium　and　the　expression　ofα5　integrin　on　the　cell　surface．　Finally，　we

assessed　the　roles　of　cytokines　produced　by　monocytes　in　the　potentiation　of

tumor　invasion，　and　present　evidence　that　tumor　necrosis　factor（TNF）一αis　at

least　partly　involved　in　the　potentiation　of　tumor　cell　invasion　after　co－culture

with　monoc》唯es．
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Materials　and　methods

α砺

　　　　MKN　l（a　human　gastric　carcinoma　cell　line）was　provided　by　RIKEN　cell

bank（Tsukuba，　Japan）．　EJ－1（a　human　bladder　carcinoma　cell　line），　HT　l　O80

（ahuman　fibrosarcoma　cell　line），　and　A172（a　human　glioma　cell　line）were

provided　by　the　Human　Science　Research　Resources　Bank（Osaka，　Japan）．

SN　12C（a　human　renal　carcinoma　cell　line）was　donated　by　Dr．　Isaiah　J．　Fidler

（M．D．　Anderson　Cancer　Center）．　These　cells　were　cultured　in　RPMI　1640

medium（Gibco　BRL，　Rockville，　MD，　USA）supplemented　with　10％fetal　calf

serum（FCS）at　37°C　under　a　5％CO2　atmosphere．

　　　　Monocytes　were　isolated　f士om　human　peripheral　blood　essentially　as

described　previously　38）．　Briefly，　heparinized　human　blood　was　mixed　with　an

equal　volume　of　3％dextran　200，000／saline　to　sediment　most　ofthe　erythrocytes．

After　the　samples　were　left　to　stand　fbr　30　min，　the　supematant　was　centrifUged

at　1200　rpm　fbr　10　min．　Pelleted　cells　were　then　su句ected　to　Ficoll－Paque

density　gradient　centrifUgation　at　1200　rpm　fbr　30　min，　and　mononuclear　cells

（PBMCs）were　recovered．　The　PBMCs　thus　obtained　were　allowed　to　adhere

to　the　culture　dish　in　RPMI　1640／10％FCS　at　37°C　fbr　l　h，　and　adherent　cells

were　collected　by　a　cell　scraper．　The　purity　of　monocytes　was　estimated　to　be

60－80％by　flow　c》忙ometry（fbrward　scattering／sidescattering　plots）．

Re㎎e％鋤♂硫∫bo4□

　　　　Heparin　was　purchased丘om　Novo　Nordisk（Copenhagen，　De㎜ark）．

Dextran　200，000　and　Ficoll－PaqueTM　PLUS　were　obtained丘om　Wako

Chemicals　Industries（Osaka，　Japan）and　GE　Healthcare（Piscatawa）ちNJ，　USA），

respectively．　MatrigelTM　was　purchased丘om　BD　Biosciences（San　Diego，　CA，

USA）．　Recombinant　human　TNF一αwas　purchased丘om　PeproTech（Rocky

Hill，　NJ，　USA）．　An　MMP－9　inhibitor（anthranilic　acid　derivative），

H－Gly－Arg－Gly－Asp－Ser－Pro－OH（GRGDSP）peptide，　and　H－Gly－Arg－Ala－Asp－

Ser－Pro－OH（GRAD　SP）peptide　were　purchased丘om　Calbiochem（San　Diego，

CA，　USA）．　Protein　G－Sepharose　4　FF　was　purchased　ffom　GE　Healthcare．

　　　　Antibodies　directed　to　fibronectin　and　theα5　integrin　subunit　were

purchased丘om　TaKaRa（Osaka，　Japan）and　Santa　Cruz　Biotec㎞ology（Santa
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Cruz，　CA，　USA），　respectively．　Anti－fbcal　adhesion　kinase（FAK）antibody　and

anti－FAK　（pY397）　antibody　were　purchased　丘om　BD　Biosciences．

Anti－vimentin　and　anti一β一actin　antibodies　were　obtained丘om　S　igma（St．　Louis，

MO，　USA）．　Anti－TNF一αand　anti－MMP－9　antibodies　were　purchased丘om

R＆DSystems（Minneapolis，　MN，　USA）．　FITC－labeled　anti－mouse　IgG

antibody　and　horseradish　peroxidase（HRP）－cor∂ugated　secondary　antibodies

were　purchased丘om　Kirkegaard＆Perry　Laboratories（KPL；Gaithersburg，　MD，

USA）．

α一c〃批re⑫∫伽∂or　c2〃y　w加20ηo砂’es

　　　　Co－culture　of　tumor　cells　and　monocytes　was　conducted　in　a　Boyden

chamber　system　as　described　previously（Chapter　1）．　Briefly，　tumor　cells（2　x

105cells）and　monocytes（1－2　x　105　cells）were　added　to　the　lower　chamber

（Falcon　3504；24－well　culture　plate）and　the　upper　chamber（Falcon　3104；cell

culture　insert　with　a　PET　membrane（pore　size，1．0μm）），　respectively，　and　the

chambers　were　incubated　at　37°C　fbr　5　days．

抗w∫かo伽αs∫o〃α5岬

　　　　The　iηWo　invasion　assay　was　perfb㎜ed　using　the　Boyden　chamber

system（Falcon　3504，24－well　culture　plate；Falcon　3097，　cell　culture　insert　with

PET　membrane（pore　size：8．0μm）），　as　described　previously　42）．　Tumor　cells

（1．25x105　cells）were　suspended　in　RPMI　1640（serum－ffee）and　placed　in　the

upper　chamber．　The　membrane　between　the　upper　and　lower　chambers　had

previously　been　coated　with　Matrigel（0．035　ml）at　4°C　fbr　16　h．　A丘er

removal　of　Matrigel　solution，　the　membrane　was　incubated　at　37°C　fbr　30　min

to　fbml　a　gel　layer．　The　lower　chamber　was　filled　with　RPMI　1640／10％FCS，

and　the　chambers　were　incubated　at　37°C　fbr　18　h．　Tumor　cells　that　had

migrated　through　Matrigel－coated　membranes　were　counted．　In　some

experiments，　the　cell　invasion　was　assayed　in　the　presence　of　an　MMP－9

inhibitor（anthranilic　acid　derivative，1μM）or　a　GRGDSP　peptide（1　mM）．

Gθ伽」〃砂卿g仰吻

　　　　The　MMP　activity　was　detected　by　gelatin　zymography　essentially　as

described　previously　39）．　The　culture　supematant　was　electrophoresed　in　a

polyacrylamide　gel（6．5％）containing　SDS（0．1％）and　gelatin（1．5　mg／ml）
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under　nonreducing　conditions．　The　gel　was　washed　three　times　with　washing

buffbr（50　mM　Tris－HCI，150　mM　NaCl，10　mM　CaCl2，0．02』％NaN3，　pH　7．5）

containing　2．5％Triton　X－100　fbr　30　min，　and　incubated　in　washing　buffer

lacking　Triton　X－100　at　37°C　fbr　l6　h．　The　gel　was　then　stained　with

Coomassie　brilliant　blue（CBB）and　destained　with　7．5％acetic　acid／5％

methanol，

加〃2〃〃ob∫o伽9

　　　　The　culture　supematants　were　su句ected　to　SDS－polyacrylamide　gel（6．5％）

electrophoresis，　and　separated　proteins　were　electrically　blotted　onto　a

nitrocellulose　membrane（Hybond－ECL；GE　Healthcare）using　a　semi－dry

blotting　system　（BE－330；Bio－Craft，　Tokyo，　Japan）．　After　the　blotted

membrane　was　blocked　with　4％BlockAceTM（a　milk　protein－based　blocking

reagent；Dainippon　Pha㎜aceutical，　Os泳a，　Japan）fbr　30　min，　the　membrane

was　treated　with　anti－fibronectin（1：1000　dilution）or　anti－MMP－9　antibody

（1：1000dilution）fbr　l　h　and　then　with　HRP－cor∂ugated　secondary　antibodies

（anti－mouse　or　anti－goat　IgG　antibody，1：1000　dilution）fbr　40　min．　The

membrane　was　washed　with　PBS　containing　O．05％Tween　20（PBS－T）three

times　after　each　reaction　step．　Proteins　were　detected　with　an　enhanced

chemiluminescence（ECL）detection　system（GE　Healthcare）．

　　　　Intracellular　proteins　were　also　analyzed　by　immunoblotting　essentially

under　the　same　conditions　as　those　described　above．　The　sample　was　prepared

as　fbllows：cells　were　incubated　in　the　RIPA　buf民r（25　mM　Tris－HCI，　pH　7．6，

150mM　NaCl，1％Nonidet　P－40，0．1％SDS）at　4°C　fbr　15min，　and　the　lysate

was　centrifUged　at　12，000　rpm　fbr　15min．　The　supematant　was　mixed　with　an

equal　volume　of　sample　buffbr　fbr　SDS－polyacrylamide　gel　electrophoresis．

noM物〃励y
　　　　The　expression　of　theα5　integrin　subunits　was　measured　with　a　flow

cytometer（FACS　Calibur；BD　Biosciences）using　an　antibody　againstα5

integrin　subunit　and　FITC－labeled　anti－mouse　IgG　antibody　as　described

previously　40）．
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　　　　Aconditioned　medium（1．O　ml）of　monocyte　culture　in　RPMI　l640

（serum－ffee）fbr　3　days　was　mixed　with　anti－TNF一αantibody　corj　ugated　with

protein　G－Sepharose（0．05　ml，50％suspension）and　incubated　at　4°C　fbr　16　h．

The　supem［atant　was　recovered　after　low－speed　centrifUgation　and　sterilized　with

amembrane　filter．

37



Results

P斑θ〃伽∫o〃げ伽∂oκe〃伽αぶ∫o〃伽4㎜4Pseαe’∫o〃⑳co－c〃吻re　w励

沈o〃ocy’εs

　　　　MKN　l　cells　were　co－cultured　with　monocytes　in　a　Boyden　chamber　system

fbr　5　days　and　su句ected　to加γ仇o　invasion　assay．　The　migration　of　MKN　l

cells　through　Matrigel－coated　membranes　was　increased　by　2．0－fbld　a丘er　the

cells　were　co－cultured　with　monocytes（Fig．2－1A）．　The　enhanced　invasion　of

MKNl　cells　was　decreased　almost　to　the　control　level　in　the　presence　of　an

MMP－9　inhibitor．　When　the　serum一丘ee　conditioned　media　of　MKNl　cells

were　analyzed　by　gelatin　zymography　and　immunoblotting，　the　secretion　of

MMP－9　was　greatly　elevated　a丘er　the　co－culture　with　monocytes（Fig．2－lB）．

However，　the　secretion　of　MMP－2　ffom　either　co－cultured　cells　or　control　cells

was　at　an　undetectable　level．　We　next　examined　whether　similar　enhancements

of　cell　invasion　and　MMP－9　production　would　be　observed　with　cell　lines　other

than　MKN1．　The　invasion　of　HT1080　cells　was　also　potentiated　by　the

co－culture　with　monoc5唯es，　but　none　of　the　other　cell　lines（EJ－1，　A172，0r

SN12C）showed　a　significant　increase　in　invasiveness（Fig．2－2A）．　The

secretion　of　MMP－9丘om　HT1080　cells　into　culture　medium　was　similarly

increased，　whereas　that　ffom　the　other　cell　lines　remained　substantially

unchanged　（Fig．2－2B）．　These　results　suggest　a　correlation　between

enhancement　of　invasive　potential　and　MMP－9　secretion．
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Fig．2－1　Enhancement　of　MKN　l　cell　invasion　and　secretion　of　MMP　a丘er　co－culture　with

monocytes．　（A）The仇v加o　invasion　assay　was　perfbrmed　using　a　Boyden　chamber　system

with　a　Matrigel－coated　membrane．　MKN　l　cells（L25　x　105　cells）that　had　been　co－cultured

with　monocytes　were　suspended　in　se㎜n一仕ee　RPMI　l640　with　or　without　an　MMP－9

inhibitor（1μM），　and　the　cell　suspension（0．2　ml）was　placed　in　the　upper　chamber．　The

lower　chamber　was　611ed　with　RPMI　l　640／10％FCS，　and　the　chambers　were　incubated　at

37°Cfbr　l　8　h．　Cells　migrated　through　the　membrane　were　counted　under　microscopic

observation．　The　data　are　shown　as　the　means　with　SD　of　6－9　fields　selected　at　random．

（B）MKNI　cells（2　x　105　cells）that　had　been　co－cultured　with　monocytes　were　cu1加red　fbr　48

hin　se㎜一丘ee鯉MI　1640，　and　the　cul血e　supematants　were　assayed飴r㎜s　by　gelatin

zymography（upper　panel）or　by　immunoblotting（lower　pane1）．
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Fig．2－2　Cell　invasion　and　MMP　productivity　of　various　tumor　cells　aRer　co－culture　with

monoc預es．（A）The∫励τro　invasion　assay　was　per品㎜ed　using　a　Boyden　chamber　system

with　a　Matrigel－coated　membrane　essentially　as　described　in　Fig．2－1．　The　cell　migration

was　expressed　in　relation　to　that　ofthe　control　cells　without　co－culture　taken　as　l　OO％．　The

data　are　shown　as　the　means　with　SD　of6－9　fields　selected　at　random．（B）Tumor　cells　that

had　been　co－cultured　with　monocytes　were　cultured　fbr　48　h　in　RPMI　l　640（serum一廿ee），　and

the　culture　supematants　were　su句ected　to　gelatin　zymography．

40



Moプ碑oJo9∫Cα1　C加〃9εα〃4勲ro〃ec’匡叩ro4〃C’jo〃幼ρκ0－C〃〃〃rθw励

吻o〃o（y’es

　　　　MKNl　cells　co－cultured　with　monocytes　fbr　5　days　in　RPMI　1640

（serum－ffee）exhibited　a　rather　spread－out　and　flattened　morphology　as

compared　with　those　of　the　control　culture（Fig．2－3A）．　Because　the　tumor

cells　appeared　to　become　more　adherent　to　the　plate，　we　thought　that　ECM

proteins　may　have　been　involved　and　examined　the　secretion　of　fibronectin　into

the　culture　medium　by　immunoblotting．　The　concentration　of　fibronectin　in

the　conditioned　medium　of　co－cultured　MKNl　cells　and　monocytes　was　fbund

to　be　much　higher　than　that丘om　single　culture　of　either　MKNl　cells　or

monoc》唯es（Fig．2－3B）．　We　then　perfb㎜ed　immunoblo廿ing　to　compare　the

production　of　fibronectin　in　MKNl　cells　cultured　in　the　presence　or　absence　of

monocytes．　As　shown　in　Fig．2－3C，　cellular　fibronectin　of　MKNl　cells　was

also　markedly　increased　after　co－culture　with　monocytes（F　ig．2－3C）．
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Fig．2－3　Mo叩hological　change　and　6bronectin　production　induced　by　the　co－culture　with

monocytes．　（A）MKNI　cells（2　x　l　Os　cells）were　co－cultured　with　monocytes（1－2　x　lO5

cells）in鯉MI　l　640（se㎜一廿ee）㎞血e　Boyden　ch㎝ber　system飴r　5　days，孤d　obsewed

under　a　phase－contrast　microscope．（B）MKN　l　cells　were　co－cultured　with　monocytes　as

descdbed　above，㎝dΦe　conditioned　medi㎜was　assayed飴r丘bronectm　by㎞皿oblo廿ing．

The　conditioned　media　of　single　culture　of　MKN　l　cells　or　monocytes　were　also　analyzed．

（C）Levels　of　fibronectin（upper　panel）and　actin（used　as　a　control；10wer　panel）in　MKN　l

cells　that　had　been　co－cultured　with　monocytes　were　analyzed　by㎞munoblotting．
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　　　　To　evaluate　the　role　of　the　fibronectin－integrin　interaction　in　the　tumor　cell

invasion　potentiated　by　the　co－culture　with　monocytes，　we　examined　the　effects

of　an　integrin－inhibiting　RGD　peptide．　The　enhanced　invasion　of　MKN　l　cells

that　had　been　co－cultured　with　monocytes　was　inhibited　in　the　presence　of　a

GRGDSP　peptide（1　mM）to　the　control　level（Fig．2－4A）．　However，　the

addition　of　a　control　GRADSP　peptide　resulted　in　no　such　inhibition．　These

results　suggest　that　the　fibronectin－integrin　interaction　plays　a　role　in　the　tumor

cell　invasion　potentiated　by　monocytes．　We　next　measured　the　change　in　the

expression　ofα5　integrin，　which　constitutes　a　cellular　receptor　fbr　fibronectin．

The　now　c》Tometric　analysis　showed　thatα5　integrin　expression　on　the　MKN　l

cell　surface　was　increased　after　co－culture　with　monoc5Tes（Fig．2－4B）．　We

then　examined　whether　the　fbcal　adhesion　kinase（FAK）was　activated　during

the　co－culture　by　immunoblotting　analysis　using　phospho－specific　anti－FAK

antibody．　The　phosphorylation　of　FAK　was　increased　after　the　co－culture（F　ig．

2－4C），　supporting　the　idea　that　the　fibronectin－integrin　interaction　is　important

fbr　the　increase　in　invasiveness　of　tumor　cells．　Because　it　was　recently

reported　　that　the　　FAK　　phosphorylation　　is　accompanied　　by
epithelial－mesenchymal　transition　in　tumor　cells　63），　we　also　examined　the

expression　of　vimentin　by　i㎜unoblo廿ing．　As　shown　in　Fig．2－4D，　vimentin

was　upregulated　after　co－culture　with　monocytes．　Considering　that　vimentin

and　fibronectin　are　mesenchymal　cell　markers　64’65），　the　MKN　l　cells　might　have

undergone　mesenchymal－directed　diffbrentiation．

　　　　Among　the　five　cell　lines　used　in　this　study，　MKN　l　and　HT　1080　cells　were

stimulated　to　secrete　fibronectin　into　culture　media（Fig．2－5A）and　to　express

α5integrin　on　their　surfaces（Fig．2－5B）by　co－culture　with　monocytes，　while

EJ－1，　A　172，　and　SN　12C　cells　were　not．　These　pattems　of　fibronectin　secretion

andα5　integrin　expression　were　well　correlated　with　those　of　enhanced　invasive

potential　after　the　co－culture　with　monocytes（F　ig．2－2A）．
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Fig．2－4　Roles　of　the　fibronectin－integrin　interaction　in　tumor　cell　invasion．（A）MKN　l

cells　that　had　been　co－cultured　with　monocytes　were　su切ected　to加γi〃o　invasion　assay　in　the

presence　or　absence　of　integrin－inhibiting　GRGDSP　peptide（RGD，　l　mM）．　A　GRADSP

peptide（R4D，　l　mM）was　also　used　as　a　control．　The　experimental　conditions　were　as

described　in　Fig．2－1．（B）MKN　I　cells　that　had　been　co－cultured　with　monocytes飴r　5　days

were　analyzed　by　flow　cytometry　after　being　stained　with　anti一α5　integrin　antibody　and　with

FITC－labeled　secondary　antibody　The　profiles　without　primary　antibody　staining　are

indicated　by　lines　without　shadows．　（C）Focal　adhesion　kinase（FAK）activation　was

assessed　by　imrnunoblotting　using　anti－phospho－specific　FAK　antibody（upper　panel）and

anti－total　FAK　antibody（lower　panel）．（D）The　change　in　the　expression　of　vimentin（upper

panel）in　MKNl　cell　aRer　the　co－culture　with　monocytes　was　analyzed　by　immunoblotting．

The　expression　ofactin　was　also　analyzed　as　a　control（lower　panel）．
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Fig．2－5　Cha咀ges　m　the　fibronect㎞secretion　andα5　hltegr㎞expression　aRer　t血e　co－cul加ばe

witk　monocytes．（A）Five　tumor　cen　lines　were　co－cultured　with　monocytes　fbr　5　days，　and

the　conditioned　media　were　assayed　fbr　fibronectin　by㎞munoblotti皿g．（B）The　expression

ofα5　integrill　in　tumor　cells　that　had　been　co－cultured　with　or　without　Inonocytes　was

analyzed　by　flow　cytometry．　The　profiles　without　pr㎞ary　antibody　sta㎞ing　are　indicated　by

lines　without　shadows．
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　　　　Recent　studies　have　indicated　that　inflammatory　cytokines　such　as

TNF一αaccelerate　the　malignant　behaviors　of　tumor　cells　l2・13・30・31・66）．　We

therefbre　assessed　the　roles　of　TNF一αin　the　enhanced　tumor　cell　invasion．

MKN　l　cell　invasion　into　Matrigel　was　promoted　by　the　conditioned　medium　of

monocytes，　but　the　enhanced　invasiveness　ofthese　cells　was　no　longer　observed

after　TNF一α　　was　depleted　丘om　the　conditioned　medium　with

anti－TNF一αco句ugated　with　protein　G－Sepharose（Fig．2－6A）．　In　parallel　with

the　loss　of　invasion－promoting　activit又the　secretion　of　MMP－9　and　fibronectin

was　also　suppressed　by　depleting　TNF一αffom　the　conditioned　medium　of

monocytes（data　not　shown）．　Finally，　we　examined　the　effects　of　TNF一α

treatment　on　the　invasive　potential　of　MKN　l　cells．　A丘er　being　cultured　in　the

presence　of　TNF一α（10　ng／ml）fbr　5　days，　MKNl　cells　exhibited　a　more

invasive　phenotype（Fig．2－6B），　as　well　as　an　increase　in　the　secretion　of

MMP－9（Fig．2－6C）and　fibronectin（Fig．2－6D）．
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Fig．2－6　Role　of　TNF一αin　MKN　l　cell　invasion　and　secretion　of　MMP－9　and負bronectin．

（A）TNF一αin　the　conditioned　medium　of　monocyte　culture　was　depleted　by　the　treatment

with　anti－TNF一αantibody－corjugated　protein　G－Sepharose　at　4°C　fbr　l　6　h．　MKN　l　cells

were　cultured　in　control　medium，　conditioned　medium（70％），　or　TNF一α一depleted　conditioned

medium（70％）fbr　5　days，　and　su句ected　to∫ηv”ro　invasion　assay．　The　data　are　shown　as

the　means　with　SD　of6－9　fields　selected　at　random．＊＊p＜0．01．（B）MKNl　cells　that　had

been　treated　with　TNF一α（10　ng／ml）fbr　5　days　were　s両ected　to加v〃眉o　invasion　assay

The　data　are　shown　as　the　means　with　SD　of　6－9　fields　selected　at　random．＊＊＊p＜0．001　vs

the　control．（C）MKN　l　cells　that　had　been　treated　with　TNF一α（10ng／ml）fbr　5　days　were

cultured品r　48　h　in鯉MI　1640（se㎜一廿ee），　and　the　conditioned　medi㎜was　s両ected　to

gelatin　zymography．（D）The　conditioned　medium　of　MKN　l　cells　treated　with　TNF一αfbr　5

days　was　assayed　fbr　fibronectin　by　immunoblotting．
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1）iscussion

　　　　In　the　present　study　we　assessed　the　phenotypic　changes　of　tumor　cells

induced　by　co－culture　with　monocytes，　and　fbund　that　some　tumor　cells　changed

their　phenotypes　related　to　cell　adhesion，　migration　and　invasion．　MKNl

gastric　carcinoma　cells　and　HT　1080　fibrosarcoma　cells　acquired　higher　invasive

potential　into　Matrigel　basement　membranes，　in　parallel　with　increased

production　of　MMP－9（Figs．2－1　and　2－2）．　However，　no　other　cell　lines

exhibited　such　changes　after　the　co－culture．　These　phenotypic　changes　of

tumor　cells　induced　by　monocytes　thus　seemed　to　depend　on　the　type　of　tumor

cells．　One　possible　explanation　is　that　monocytes　were　di脆rentially

stimulated　by　co－culture　with　distinct　types　oftumor　cells．　Because　the　present

study　suggests　that　TNF一αsecreted丘om　monocytes　is　an　important　factor　to

increase　the　invasive　potential　of　tumor　cells，　the　diffbrence　in　TNF－（x

productivi⑲of　monocytes　di飽rentiated　by　various　t㎜or　cell　lines　may　cause

the　differential　effects　on　the　invasive　potential　and　MMP　productivity　of　tumor

cells．　Vた　tried　to　determine　the　TNF一α　concentration　in　each　co－culture

supematant，　however，　it　was　fbund　to　be　below　the　detection　level（＜50　pg／ml）．

Another　possibility　is　the　differences　in　susceptibility　of　tumor　cells　to　TNF一α．

The　distinct　responses　of　tumor　cells　to　the　co－culture　with　monocytes　observed

in　the　present　study　may　reflect　the　heterogeneity　of　TAMs　fbund　in　clinical

researches　and　thus　cause　varied　prognosis　of　patients　47・48）．　The　present　study

indicated　a　correlation　between　the　invasive　potential　and　productivity　of

MMP－90f　tumor　cells　a丘er　co－culture　with　monocytes．　In　addition，　the

enhanced　invasion　oftumor　cells　was　suppressed　more　effectively　by　an　MMP－9

inhibitor　than　by　an　MMP－2　inhibitoL　We　therefbre　conclude　that　the

enhanced　invasion　of　MKN　l　cells　into　Matrigel　aRer　the　co－culture　was　mainly

due　to　the　increased　secretion　ofMMP－9　from　these　cells．

　　　　The　present　study　also　indicated　that　MKNl　cell　invasion　potentiated　by

the　co－culture　with　monocytes　was　suppressed　in　the　presence　of　an

integrin－inhibiting　RGD　peptide．　　This　result　strongly　suggested　the

involvement　of　integrin－mediated　cell　adhesion　in　the　enhanced　cell　invasion．

It　is　likely　that　the　enhanced　invasion　of　tumor　cells　is　mediated　by　the

interaction　between　fibronectin　deposited　by　these　cells　andα5β1　integrin
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expressed　on　their　surface．　The　enhancement　of　invasive　potential　of　tumor

cells　was　well　correlated　with　the　increased　secretion　of　fibronectin　and

expression　ofα5　integrin（Fig．2－5）．　Because　the　transmigration　of　MKN　l

cells　through　the　membranes　without　Matrigel　coating　was　also　potentiated　by

the　co－culture　with　monocytes（unpublished　observation），　cell　motility　was

likely　to　be　promoted　by　the　fibronectin一α5β1　integrin　interaction．　This

interaction　may　also　induce　the　mo叩hological　change　of　MKNl　cells　a丘er　the

co－culture．　It　has　been　suggested　that　the　fibronectin一α5131　integrin　interaction

activates　intracellular　signaling　cascades　incIuding　fbcal　adhesion　kinase（FAK），

mitogen－activated　protein　kinases　（MAPK），　Rho　GTPases，　and　the

PI3－kinase／Akt／mTOR　pathway　54’60），　which　may　lead　to　stimulation　of　MMP－9

production　and　cell　motility　54’58’59）．　Funhe㎜ore，　our　previous　study　showed

that　fibronectin　promoted　the　dif民rentiation　of　monocytes　into

MMP－9－producing　macrophages（Chapter　1），　and　therefbre　MMP－9　produced　by

these　macrophages　is　also　likely　to　facilitate　tumor　cell　invasion．

　　　　RecentlジTsubota　and　co－workers　67）reported　that　MKNl　cells　were

stimulated　by　TNF一αto　acquire　higher　invasive　potential　accompanied　by

changes　into　fibroblast－like　morphology　and　increased　vimentin　expression，

both　of　which　features　were　similar　to　those　observed　in　the　process　of　so－called

epithelial－mesenchymal　transition　64’65）．　They　also　suggested　a　possible

relationship　between　enhanced　secretion　of　a　laminin　component（γ2　chain）and

the　invasive　potential　of　tumor　cells．　Because　several　studies　have　noted　that

the　interaction　of　tumor　cells　with　ECM　proteins　during　tumor　invasion　and

metastatic　processes　is　greatly　influenced　by　infbmmatory　cytokines　31’50），　we

assessed　the　role　of　TNF一αin　monocyte－induced　enhancement　of　tumor　cell

invasion，　and　fbund　that　TNF一αsecreted丘om　monocytes　is，　at　least　in　part，

involved　in　the　potentiation　of　cell　invasion．

　　　　Finall5～considering　our　previous　observation　that　fibronectin　secreted　ffom

tumor　cells　promotes　monocyte　differentiation　into　MMP－9－producing

macrophages（Chapter　l），　we　can　postulate　that丘bronectin　and　MMP－9　secreted

丘om　tumor　cells　synergistically　facilitate　tumor　cell　invasion．　The　interactions

between　tumor　cells　and　monocytes／macrophages　mediated　by　ECM　proteins

need　to　be　fUrther　characterized　in　fUture　studies，
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The　person　has　to　be　educated，　but　we　have　also　to　educate　ourselves．

There　is　no　progress　without　change．
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Geneml　I）iscussion

　　　　In　the　present　stud5パattempted　to　dif琵rentiate　monocytesれvJヵりinto

TAM－like　cells，　and　successfUlly　induced　monocytes　to　produce　high　levels　of

MMP－9，0ne　of　characteristic　markers　of　TAMs，　by　co－culture　with　tumor　cell

lines．　I　then　evaluated　ef飴ct　of　TAM－like　cells　on　iηv仇o　invasion　of　tumor

cells．　The　results　indicated　that　differentiated　monocytes　promoted　tumor　cell

invasion　in　an　MMP－9－dependent　manner．　The　MMP－9　productivity　of

dif民rentiated　monocytes　was　accompanied　by　macrophage－like　spreading

morphological　changes．　Therefbre，　I　fbcused　on　cell　adhesion　to　ECM　proteins

and　evaluated　its　contribution　to　monocyte　dif飴rentiation．　The　results　showed

that　RGD（Arg－Gly－Asp）－dependent　and　fibronectin－mediated　cell　adhesion

played　a　critical　role　in　monocyte　diffbrentiation．　Thus，　I　provided　a　usefUl

model　to　investigate　the　process　of　diffbrentiation　of　TAMs，　and　showed　that

cell　adhesion　is　important　fbr　monocyte　di飽rentiation　into　TAMs．　In　Chapter

2，Iassessed　the　phenotypic　changes　of　tumor　cells　induced　by　co－culture　with

monocytes　using　the　same　model．　I　fbund　that　some　tumor　cells　changed　their

phenotypes　such　as　increased　expression　of　MMP－9，　fibronectin　andα5　integrin，

and　acquired　high　invasive　potential．　Cell　adhesion　molecules　were　also

shown　to　be　important　in　these　phenotypic　changes　of　tumor　cells．

Furthe㎜ore，　I　presented　evidence　that　TNF一αproduced　by　monocytes　was，　at

least　in　part，　involved　in　the　potentiation　of　tumor　cell　invasion．　Finall5～Ican

postulate　that　the　increased　fibronectin　production　by　tumor　cells　synergistically

promote　monocyte　differentiation　to　TAMs，　and　facilitate　tumor　invasion　and

angiogenesis（Chart　3）．
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Chart　3．　Schematic　view　of　summary　of　this　study．　Tumor　cells　and　monocytes　interact

through　RGD－dependent　and　fibronectin－mediated　cell　adhesion．　As　a　result，　monocytes

dif飴rentiate　to　tumor－associated　macrophages（TAMs）with　high　MMP－9　productivity，　and

promote　tumor　invasion　and　angiogenesis．　On　the　other　hand，　tumor　cells　also　change　their

phenotypes　by　TNF一αproduced　by　monocytes．　Tumor　invasion　and　angiogenesis　are

promoted　by　increased　expression　of丘bronectin，α5　integrin　and　MMP－9　in　tumor　cells．

F加he㎜ore，　Hbronectin　secreted丘om　tumor　cells　promotes　monocyte　dif飴rentiation　to

TAMs．

　　　　In　this　study，　I　fbcused　on　TAM　which　is　one　of　components　of　tumor

microenvironment．　TAMs　are　known　as　a　key　component　of　the　crosstalk

between　tumor　cells　and　their　microenviro㎜ent．　Tumor－stromal　cells　have

been　so　far　considered　as　cell　population　to　fill　the　space　between　tumor　cells．

However，　recent　studies　suggested　that　tumor－stromal　cells　af民ct　malignant

behaviors（i．e．　growth，　survival，　invasion，　metastasis　and　angiogenesis）oftumor

cells　as　well　as　the　role　as　simple　packing　cells　68’69）．　For　example，　fibroblasts

constituting　tumor　stroma　are　called　cancer－associated　fibroblasts（CAFs）

・ec・et・MMP・wh・・eby　p・・m・t・inva・i・n・f伽・・cells　simil・・t・mMs　7°・71）．

In　addition，　endothelial　cells，　inflammatory　cells　and　various　other　cells　were

infiltrated　into　tumor　tissues　4）．　These　cells　contribute　to　tumor　promotion　in

various　effects，　and　the　interaction　among　these　cells　including　tumor　cells　may

promote　tumor　progresslon・

　　　　Loss　of　epithelial　phenotypes　and　the　acquisition　of　mesenchymal

characteristics　are　typical　fbr　cancer　cells　during　their　progression　and　correlate

with　metastatic　potential．　This　phenomenon　is　called　epithelial－mesenchymal

transition（EMT），　and　tumor　cells　show　mesenchymal　cell　markers　and　invasive

phenotypes　65’72吟73）．　In　this　stud〕～tumor　cells　were　shown　to　express
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mesenchymal　cell　markers（i．e．　fibronectin　and　vimentin）and　invasive

phenotypes　by　co－culture　with　monocytes．　These　phenotypic　changes　were

similar　to　a　property　of　EMT．　On　the　other　hand，　the　cancer　stem　cell（CSC）

hypothesis　provides　an　attractive　cellular　mechanism　to　account　fbr　the

therapeutic　reffactoriness　and　malignant　behaviors　exhibited　by　many　of　tumor

cells　74－76）．　Parallels　between　the　attributes　of　EMT　and　CSC　were　sho㎜

including　enhanced　metastasis，　enhanced　survival，　resistance　to　apotosis，　and

resistance　to　chemotherapy．　Tumor　microenvironment　seems　to　be　involved　in

acquisition　of　EMT　and　C　SC　characters．　Previous　studies　suggested　that　tumor

microenviro㎜ent　including　soluble飴ctors　such　as　innammato巧c郵okines　and

transfb㎜ing　growth血ctor（TGF）一βwere　involved　in　these　characteristic

acquisitions　75’77’79）．　TNF一αsecreted丘om　TAMs　changed　phenotypes　oftumor

cells　like　EMT　as　shown　in　this　study．

　　　　Although　ECM　proteins　are　m司or　components　in　tumor　microenvironment，

many　studies　have　fbcused　on　soluble　f乞ctors　such　as　cytokines．　The　roles　of

ce11－to－cell　and　cell－to－ECM　adhesion　need　to　be　fUrther　investigated．　I

suggested　in　this　study　that　fibronectin　produced　by　tumor　cells　plays　a　critical

role　in　monoc）戊e　dif琵rentiation，　but　it　is　of　note　that　neither　laminin－1　nor

Matrigel　exerted　a　positive　effect　on　this　dif民rentiation（Chapter　1）．　Specific

interactions　between　ECM　proteins　and　monocytes　seem　to　be　required　fbr　the

differentiation　process．　It　has　been　reported　that　remodeling　of　ECM　proteins

（e．g．　fibronectin　and　laminin－5）modi五es　their　biological　activities，　and　ECM

protein－mediated　cell　migration　and　dif民rentiation　55’80－82）．　The　ECM　protein

remodeIing　is　catalyzed　by　proteases　such　as　MMPs．　It　is　possible　that　ECM

proteins　in　tumor　tissues　are　remodeled　because　a　variety　of　proteases　including

MMPs　are　present　83－85）．　The　ef民cts　of　the　remodeled　ECM　proteins　and

various　other　ECM　proteins　on　monocyte　differentiation／activation　are

interesting　issues　to　be　examined　in　the　fU加re　study．　Funhe㎜ore，　it　is　also

interesting　to　elucidate　the　effects　of　environmental　conditions　surrounding

tumor　cells　and　tumor－stromal　cells　such　as　hypoxia，　undernutrition，　acidosis

and　oxidative　stress　86・87）．

　　　　The　elucidation　of　the　tumor－microenviro㎜ent　interaction　is　a　ve巧

difficult　problem，　but　it　should　be　clarified　the　in　fUture　study．　Understanding

of　tumor　microenvironment　may　develop　new　diagnostic　markers　and　treatment

strategy　ofcancer．
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Every　person’s　work　is　a　nature　ofoneself
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That　means，　I　pride　what　I　am　doing，　believe　myselfmost，　and　will　become　special　one．

You㎞ow　what　I　me～m．
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