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論文内容の要旨

ジペプチジルペプチダーゼ (DPP) 町は，ペプチドの N末端より x- プロリンを特異的に加水分解する膜結合酵

素であるo 口腔癌患者血清中の本酵素活性が，健常人にくらべ有意に低下し，病態を反映して変動することから，口

腔癌のマーカーエンザイムとしての有用性が示唆されてきた。さらに，本酵素活性が発癌の初期段階，すなわち上皮

肉癌あるいは初期浸潤癌形成期より低下することをジメチルベンツアントラセンを用いたハムスター頬嚢発癌実験で

著者らは明らかにした。したがって， DPPIVは口腔癌の診断や予後判定に有用なマーカーエンザイムとなりうること

が強く示唆されるが癌患者における酵素活性低下の機序については未だ明らかにされていない。最近，リンパ球の

表面抗原である CD26が DPPIVであり， T リンパ球の活性化と密接に関係していることが報告されたことから，血清

中の本酵素活性の変動に末梢血リンパ球が関与している可能性が推察される。本研究では，血清中の本酵素活性低下

の機序を解明するために健常人および口腔癌患者の末梢血リンパ球における DPPIV発現について検討した。

【実験方法】

1 .担癌患者および健常人の末梢血リンパ球サブセットの同定

同意を得た担癌患者および健常人より採血し実験に供した。末梢血リンパ球サブセットの CD 3 , CD 4 , CD 8 お

よび CD26陽性細胞の割合はそれぞれ蛍光標識の Leu-4 ， Leu-3 a , Leu-2 a および Tal 抗体を用いてフローサイ

トメトリーで算定した。

2. T リンパ球における DPPIV発現の検索

末梢血リンパ球は比重遠心法で分離し培養には RPMI1640培地に 2 ーメルカプトエタノール (5 x 1Q-5M) ，非働

化ウシ胎児血清(10%) を添加した基礎培地に T リンパ球刺激物質である PHA (10μg/ml) あるいは ConA (10 

μg/ml) T リンパ球増殖因子である IL-2 (10u/ ml) を添加した増殖培養液で 7 日間培養した。 T リンパ球は， 2-

アミノエチルイソチオウロニウム臭化水素酸塩にて処理したヒツジ赤血球を用いてロゼット形成法で分離した。 T リ

ンパ球の細胞膜は， Mentlein らの方法に準じて調製し，蛋白定量は Lowry 法で測定した。 CD26抗原の発現は Tal 抗

体を用いた蛍光抗体法およびウエスタンプロッティング法にて検討した。

【結果】

1 .口腔癌患者および健常人におけるリンパ球サブセットと血清 DPPIV活性

フローサイトメトリーより得られた結果では，癌患者の末梢血リンパ球数および T リンパ球 (CD3 陽性細胞)数，
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T リンパ球サブセットである CD4 および CD8 陽性細胞数は，健常人に比べ癌患者では有意に低下していた。 CD 3 

陽性 CD26陽性細胞は，数が少なく有意差はみられなかったものの癌患者では約 2 倍多かった。血清 DPPN活性は，

末梢血リンパ球数， T リンパ球数， CD4 および CD8 陽性細胞数との聞に正の相関を示したが， CD26陽性細胞数につ

いては健常人で相関するが癌患者では相関しないことが示された。

2. 口腔癌患者および健常人の末梢血 T リンパ球細胞膜における DPPN活性と CD26抗原 (DPPN) の発現

T リンパ球より分離した細胞膜蛋白あたりの DPPN活性を測定すると，血清 DPPN活性と強い相関関係を認めた

が，癌患者では活性値が有意に低下していた。 T リンパ球細胞膜蛋白に対して，ウエスタンブロッティングを行った

後，デンシトメーターで CD26 (DPPN) 蛋白バンドの相対濃度を測定したところ，癌患者では健常人の約1/2であっ

た。すなわち，癌患者の末梢血 T リンパ球細胞膜は健常人に比べ DPPN活性の低下ばかりか CD26 (DPPN) 抗原

量も減少していることが明らかとなった。

3. リンパ球の増殖と DPPN活性

PHA , ConA あるいは IL- 2 を添加してリンパ球を培養すると，健常人に比べ癌患者のリンパ球増殖反応は低下し

ていた。 PHA ， ConA あるいは IL- 2 を添加した場合，健常人においてはリンパ球数の増加にともないリンパ球およ

び培養上清中の DPPN活性の上昇がみられたのに対し，癌患者ではいずれもわずかな増加しかみられなかった。こ

の傾向は， PHA あるいは ConA にIL- 2 を添加して培養すると増強された。

4. 培養リンパ球における CD26抗原の発現

培養リンパ球 CD26抗原の発現を経目的に直接蛍光抗体法で観察すると，健常人では培養 3 日目にはすでに CD26

抗原の強い発現がみられ 7 日固まで発現が持続したが，癌患者では培養 3 日目にわずかな抗原の発現を認めるもの

の， 7 日目にはむしろ発現の減弱がみられた。培養リンパ球抽出液中の CD26抗原 (DPPN) の発現をウエスタンプ

ロッティングで健常人と癌患者で比較したところ， PHA , ConA , PHA と IL- 2 あるいは ConA と IL- 2 を添加して

培養した健常人のリンパ球では，培養 3 日目にすでに CD26抗原蛋白が検出され 7 日目にはさらに強い発現がみら

れた。一方，癌患者のリンパ球を 3 日間培養しても CD26抗原蛋白は明らかには検出されず，培養 7 日目には検出さ

れたものの，健常人のリンパ球に比べ弱い発現であった。

【結語】

口腔癌患者の血清 DPPN活性低下の機序を解明することを目的とし，健常人および口腔癌患者の末梢血リシパ球

を用いて検討した結果，健常人に比べ口腔癌患者では，外来刺激による末梢血 T リンパ球の反応性が著しく低下して

いること， T リンパ球細胞膜の DPPN活性と CD26抗原 (DPPN) 蛋白の減少していることが明らかとなり，さらに

は細胞外への DPPNの移行も低下している可能性が示された。すなわち，癌患者末梢血 T リンパ球の活性化および

DPPN発現の低下が，血清 DPPN活性低下に強く関与していることが示唆された。

論文審査の結果の要旨

本論文は，口腔癌患者における血清ジペプチジルペプチダーゼ (DPP) N活性の低下機序を解明することを目的と

して，口腔癌患者の末梢血リンパ球における DPPNの発現を健常人と比較検討したものである。フローサイトメト

リーで測定した末梢血リンパ球数， T リンパ球数およびそのサブセットである CD 4 , CD 8 陽性細胞数は，血清

DPPN活性と正の相関を示し，癌患者では各細胞数，血清 DPPN活性とも低値を示した。また 遠心分離した T リ

ンパ球細胞膜の DPPN活性と血清 DPPN活性の間にも強い相関関係を認め，癌患者では DPPN活性が低値であるの

みならずリンパ球表面抗原である CD26 (DPPNに相当)の蛋白量も減少していた。さらに， T リンパ球刺激物質を

添加した末梢血リンパ球培養において，癌患者では幼若化反応の著しい低下，リンパ球の DPPN活性と CD26抗原蛋

白の減少が明らかとなり，培養上清中への DPPNの移行が低下していることが示唆された。

以上の知見は，癌患者末梢血 T リンパ球の活性化および CD26抗原 (DPPN) 発現の低下が血清 DPPN活性低下

に強く関与していることを示唆するものであり，血清 DPPN活性が口腔癌のマーカーエンザイムとなりうるメカニ

ズムを検討した価値ある研究として，本研究者は博士(歯学)の学位を得る資格があるものと認めるo
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