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論文内容の4 要旨

口腔癌患者血清中のジペプチジルぺプチダーゼ (DPP) 1V 活性は健常人に比べ有意に低下し、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有用であると考えられるが、活性低下の機序は明らかにされて

いない。

本酵素が活性化T リンパ球に発現する CD26 であること、口腔癌患者では末梢血 CD26 陽性細胞数が減少している

ことから、癌細胞由来リンパ球活性化抑制因子が、 DPP 1V (CD26) の発現を低下させる一因となっていることが

推測されるo 一方、リンパ球活性化を抑制する癌細胞由来のサイトカインとして TGF-βl、 GM -CSF, 1L-6 が報告

されているが、これらが口腔癌細胞から産生され、リンパ球 CD26 の発現に影響を与えるか否かは明らかにされてい

な L、。そこで本研究では、ヒト口底癌由来 KB 培養癌細胞 (KB 細胞)と正常ヒトリンパ球の無血清同時培養系を用

いて、 TGF-βl、 GM-CSF および 1L-6 のリンパ球活性化と CD26発現への影響を検討した。

リンパ球は、健常人の末梢血より比重遠心法で分離した。培養には無血清培地 (SFM-I0l) に PHAを添加したも

のを用いた。同時培養法は、 24穴マルチプルウェルプレートにメンプレンカルチャーインサートを挿入し、下槽に

KB 細胞を、上槽にリンパ球を同時培養した。培養後、リンパ球数の算定、リンパ球抽出液および培養上清中の

DPP 1V 活性を Kato らの方法で蛍光測定した。その結果、健常人リンパ球単独培養に比べ培養 5 日目のリンパ球数

は、 35%減少し (p く0.05) 、リンパ球抽出液の DPP 1V 活性で49%、リンパ球培養上清中の DPP 1V 活性は35%低下

したいく0.05)。次に、 KB 細胞培養上清添加によるリンパ球の増殖と DPP 1V 活性への影響を検討するため、 KB

細胞培養上清または分子量ごとに分画した KB 細胞培養上清をリンパ球培養液中に添加し、リンパ球数の算定と

DPP 1V 活性を測定した。 KB細胞培養上清30%添加群のリンパ球の増殖は、非添加群に比べ35%低下し、リンパ球抽

出液の DPP 1V 活性は27%、培養上清中の DPP 1V 活性では38%それぞれ低下したいく0.05)。また、 KB 細胞培養

上清の各分画のうち8-30kDa の分画添加群のリンパ球の増殖は非添加群に比べ28%低下した (p <0.05)。培養上清の

DPP 1V 活性では22%低下 (p く0.05) した。リンパ球抽出液中の DPP 1V 活性では有意差はないものの、 8%低下し

た。 KB 細胞培養上清中のリンパ球活性化を抑制するサイトカイン、 TGF-βl、 GM-CSF、 1L・6 の定量は EL1SA 法

で行った。その結果、 5 日目の KB 細胞培養上清中に 88.67pg/ml の TGF-β1 、 7.33pg/ml の GM-CSF 、

13.11pg/ml の 1L-6 が検出された。サイトカインおよび中和抗体添加によるリンパ球の増殖と DPP 1V 活性の変化

を調べるため、リンパ球培養液中に TGF-β1、 GM -CSF, 1L-6 を添加し、リンパ球の増殖と DPP IV 活性への影響
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を検討するとともに、 KB 細胞培養上清を30%添加した実験系に各々の中和抗体を添加しその作用を明らかにした。

リンパ球培養液中に TGF-βl、 GM -CSF.. IL-6 を添加し培養すると、 TGF-β1 添加群では濃度依存性にリンパ球数、

DPP IV 活性の低下が認められた。さらに KB 細胞培養上清を30%添加した実験系に活性型 TGF-β1 の中和抗体を

添加したところ、濃度依存性に非添加群の64.5%までリンパ球増殖の回復がみられ、リンパ球抽出液および培養上清

中の DPP IV 活性の抑制もそれぞれ72.2%、 42.1%まで回復した。しかしながら抗 GM心SF、抗 IL-6 抗体では変化は

みられなかった。次に KB 細胞培養上清分画中のリンパ球活性化抑制因子についてさらに検討するため、 KB 細胞培

養上清中の払30kDa 分画をへパリン・セフアロースゲルにて80に分画したのち、各々の分画をリンパ球培養液中に

添加し、リンパ球数の算定と DPP IV 活性を測定した。その結果、 TGF-βl を含む分画にてリンパ球の増殖抑制と

リンパ球抽出液および培養上清中の DPP IV 活性の低下が認められ (p く0.05) 、 TGF-βl を含まない分画において

も、リンパ球の増殖抑制 (p く0.05) が認められた。なお、統計学的な有意差はなかったものの、リンパ球抽出液お

よび培養上清中の DPP IV 活性も低下した。

以上の結果から、口腔癌細胞に由来する活性型 TGF-β1 がリンパ球の活性化と CD26 (DPP IV) の発現を抑制

し、これが口腔扇平上皮癌患者血清 DPP IV活性を低下させる一因であることが示唆された。

論文審査の結果の要旨

本論文は、口腔癌細胞から産生されたサイトカインがT リンパ球 DPP IV (CD26) の発現に影響を与えるかを明

らかにすることを目的とし、口腔癌培養細胞とリンパ球の無血清同時培養法を用いて検討したものである。

本研究は、口腔癌細胞由来活性型 TGF-β1 が T リンパ球 CD26 発現抑制の一因であることを明らかにしており、

口腔癌患者血清中の DPP IV 活性低下機序を解明する上で、また血清 DPP IV 活性を口腔癌のマーカーとして用い

る上で極めて重要な知見を与えるものである o したがって、博士(歯学)の称号を与えるに値するものと認める。
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