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研究成果の概要（和文）：ジぺプチダーゼ (DPEP1)は大腸癌のマーカーとして知られている。その癌病態における機能
や意義を探る目的で、DPEP1を高発現する胃癌／大腸癌由来HCC56細胞株を見出した。次にHCC56細胞を用いて局在解析
を進めたところ、DPEP1がGPI-アンカー型タンパク質特有の膜ドメインと微絨毛基部に局在すること明らかにした。さ
らにRNAiによる発現低下実験を行った所、DPEP1は細胞増殖には関与せず、酸化ストレス耐性機構に寄与することを見
出した。本研究により、大腸癌の治療標的としてDPEP1が関与する新たな機構を提唱することができた。

研究成果の概要（英文）：Cellular localization and functions of dipeptidase 1 (DPEP1), a marker of 
colorectal cancer, were investigated in this study. In a HCC56 cell line that expresses DPEP1 at high 
levels, DPEP1 was found to be localized on plasma membrane domains containing GPI-anchored protein, and 
at the bottom of microvilli. Suppression of DPEP1 by RNAi experiment did not affect the cell growth, but 
caused a vulnerability to oxidative stress, suggesting that DPEP1 might be involved in the tolerance of 
cancer cells against oxidative stress.　Therefore, this study proposes a new mechanism involving DPEP1, 
which could be a target of anticancer drug development.

研究分野：細胞生物学、細胞組織学
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１．研究開始当初の背景 
 
癌細胞の生存戦略の一つとして、細胞内グ
ルタチオン (GSH) 濃度を高めることによる
抗酸化ストレス効果および抗癌剤耐性機構
が知られている。Dipeptidase1 (DPEP1; EC 3.4 
13.11) は、細胞外グルタチオンの分解代謝に
関与する GPI-アンカー型タンパク質で、腎臓
や小腸の刷子縁に存在する酵素として古く
から知られていた。酵素学的には、亜鉛依存
型のメタロプロテアーゼであり、基質として
は様々な種類のジペプチド、カルバペネム系
抗生物質のβラクタム環、グルタチオン 
(GSH; -glutamyl-cysteinyl-glycine) 代謝産物
であるシステイニルグリシン、及びシステイ
ニルロイコトリエンであるロイコトリエン
D4 (LTD4) が報告されている  (Kozak and 
Tate 1982, Kropp et al. 1982, Huber and Keppler 
1987, Campbell et al. 1990)。 
さらに最近、大腸癌で高発現を示すマーカ
ー候補遺伝子としての報告が相次いだ 
(McIver et al., Cancer letter, 2004; Toiyama et al., 
J Gastroenterol., 2011; Okamoto et al., Mod. 
Pathol, 2011; Eisenach et al. 2013)。しかし、そ
の臨床病理学的意義に関しては確固とした
結論は得られていない。Toiyamaらは、DPEP1
の高発現と組織学的悪性度、あるいは予後の
悪さとの間に負の相関があると報告したが、
近年Eisenachらは逆に正の相関があることを
報告している。また、大腸癌以外の癌種では、
Wilm’s 腫瘍、膵管腺癌、乳癌の非浸潤性小葉
癌における DPEP1発現は低く、膵管腺癌では
発現の高い方が予後は良いと報告された 
(Austruy et al. 1993, Green et al. 2009, Zhang et 
al. 2012) 。 
以上のように、大腸癌における DPEP1の
高発現に議論の余地はないものの、その高発
現が癌病態に与える影響については不明瞭
なままである。 
 
２．研究の目的 
本研究では大腸癌細胞における DPEP1 の
機能解析を目的として、まず DPEP1を高発現
する細胞株を探索する。また、それら細胞を
用いて DPEP1 の詳細な細胞内局在解析およ
び癌細胞における機能解析を行う。 

 
３．研究の方法 
 
(1) 抗体  
 本実験では市販のウサギ抗 DPEP1抗体、
及び所属研究室で作製したラット抗 DPEP1
抗体を用いた。 
 
(2) 細胞培養 
 ヒト胃癌／大腸癌由来細胞株 HCC56細胞、
5 種類のヒト大腸癌由来細胞株  （LoVo, 
RKO, HT29, SW480, CaCO2）、ヒト子宮頸
癌由来細胞株HeLa細胞、ヒト肺癌由来細胞
株 A549 細胞、ヒト乳がん由来細胞株

MDA-MB-231細胞について、10% FBS添加
Dulbecco‘s Modified Eagle Medium 
(DMEM) を培養液として用い、37 ℃、5% 
CO2 環境下で培養した。  
 
(2) SDS-PAGE及びWestern blotting 
 培養細胞を 1% プロテアーゼインヒビタ
ーと 1% フォスファターゼインヒビターを
含む 1% Triton X-100 / PBSを用いて溶解し、
抽出液を作成した。タンパク質 10 g / lane
を 10% ポリアクリルアミドゲルを用いて、
非還元状態で電気泳動を行った。その後、
polyvinylidene difluoride 膜に転写し、抗
DPEP1抗体を室温で 1 時間反応させ、次い
で二次抗体を室温で 30 分間反応させ、化学
発光試薬で発光させ、LAS-4000 (GEヘルス
ケア・ジャパン) で検出した。 
 
(3) 免疫蛍光染色法 

24-well カルチャープレートにガラスカバ
ースリップを入れ、HCC56 細胞をまき、培
養した。4% パラホルムアルデヒドを含む
PBSで固定後、0.1% Triton X-100 / PBSで
透過処理を行った。2% 正常ヤギ血清と 0.1% 
Tween-20 を含む PBS でブロッキングした
後、一次抗を反応させた。ブロッキング後、
一次抗体を反応させた。Alexa 488 あるいは
Alexa 594 標識二次抗体を反応させた。観察
は共焦点レーザー顕微鏡 (FV-1000, オリン
パス) を用いた。  
パラフィン包埋した異種移植組織の場合、
キシレンによる脱パラフィン後、イムノセイ
バー (日新 EM)により抗原賦活化液を行っ
た。その後は上述と同様。 
 
(4) 免疫電子顕微鏡法  
 包埋前免疫金コロイド増感法を用いた。細
胞を 4% ショ糖－4% パラフォルムアルデヒ
ドを含む 0.1 M PB (pH 7.4) で固定後、
0.25% サポニン / 0.1 M PB 溶液で膜透過
処理を行った。ラット抗 DPEP1抗体、次い
で二次抗体を反応させた。1% グルタールア
ルデヒド / 0.1 M PB溶液で固定を行った後、
銀増感 (HQ SilverTM Enhancement Kit ; 
Nanoprobes) を行い、0.5% 四酸化オスミウ
ム / 0.1 M PB溶液で後固定を行った。エポ
ン樹脂へ包埋後、60 nmの超薄切片を作製し、
電子顕微鏡 (JEM1200EX, JEOL) で観察し
た。 
 
(5) RNA干渉法 ( RNAi ) 

6-wellカルチャープレートに HCC56細胞
をまき、24 時間後、siRNA混合試薬を添加
した。細胞を 1から 5 日間培養した。 

DPEP1 の安定発現低下株を作製するため
に対照および DPEP1 cDNA に対する
shRNA を導入するためのレンチウイルスベ
クターを作製した。これを HCC56細胞に感
染させ、スクリーニングを経てそれぞれの
shRNAを発現する細胞株を得た。 



(6) 増殖能評価 
 細胞を 96-well カルチャープレートにて
培養し、1 、3 、5 日後の細胞数を Cell 
Counting Kit-8 (DOJINDO) を用いて解析
した。 
 
(7) 異種移植実験 
 1.5×107 cell / mℓに調整した細胞懸濁液
0.1 ml を雌ヌードマウス (4 週齢, BALB / 
cA nu / nu) の臀部に計 2 ヶ所注射し、6 週
間飼育した。1 週間ごとに腫瘍径を計測し、
腫瘍容積を算出した。6 週間後、麻酔下に腫
瘍組織を摘出、固定後、パラフィン切片作製、
免疫組織蛍光法を行った。 

 
(8) 酸化ストレス誘導実験と DNA 損傷の評
価 
 HCC56細胞を PBSあるいは 400 Mひ酸
水素二ナトリウム七水和物水溶液 (AsV) を
加え、20 時間培養した。4% パラホルムア
ルデヒドを含む PBS で固定し、抗 p-H2AX
抗体を用いて免疫蛍光法を行った。落射型蛍
光顕微鏡で、1 カバースリップあたりランダ
ムに 5視野の画像 (480 m x 360 m) を撮
影し、HISTO QUEST TISSUE ANANLYSIS 
SOFTWARE (TISUUE GNOSTICS) を用いて、
Hoechst で染色された細胞核あたりの
p-H2AX の蛍光強度を定量化した。統計学的
検定はウェルチの t検定を用いた。 
 
４．研究成果 
 
(1) DPEP1 解析に有用なヒト由来細胞株の
選択 
細胞レベルで DPEP1の局在様式と機能を
解析するために、DPEP1 を高発現する細胞
株を探索した。5 種類のヒト大腸癌細胞株 
(LoVo, RKO, HT29, SW480, CaCO2) 、ヒト
胃癌／大腸癌由来 HCC56細胞、ヒト子宮頸
癌由来 HeLa 細胞及びヒト肺癌由来 A549
細胞のDPEP1発現量をWestern blot解析で
比較したところ、HCC56 細胞において 100 
kDa 付近に幅の広い強いバンドとして検出
された。CaCO2細胞、HT29細胞においては
非常に弱いシグナルが検出され、その他の細
胞ではほとんど検出されなかった（図 1A）。 
したがって、以後の解析を DPEP1高発現
株である HCC56 細胞を用いて行った。
HCC56 細胞の形態的特徴を調べるために、
HCC56 細胞と上皮解析モデルとして良く用
いられる CaCO2 細胞について、細胞形態を
位相差顕微鏡で解析した。CaCO2細胞は、3 
日間で敷石状を呈し、この形態を維持したま
ま増殖するのに対し、HCC56 細胞は、3 日
間でドーム状の細胞塊を作る特徴を有して
いた（図 1B）。 

 
(2) 抗 DPEP1 抗体の評価と HCC56 細胞に
おける分布 
 

 
これら抗体が免疫組織蛍光法に使用可能か
どうかについては、RNAi 法により DPEP1
発現を低下させた HCC56 細胞、DPEP1 を
一過性に過剰発現させた細胞、および
DPEP1エピトープのGST融合リコンビナン
トタンパク質を用いた吸収実験を行うこと
により確認した（データは割愛）。 
 
(3) HCC56細胞におけるDPEP1の細胞内局
在 
培養開始後 3日のHCC56細胞は細胞塊と
して散在するが、上皮としての極性を有する
ことは側底面マーカーである E-cadherin と
c-Met、tight junctionマーカーである ZO-1
の染色性により確認した（データは割愛） 

 

 
この条件で、DPEP1 局在を免疫蛍光法で
解析したところ、DPEP1 は細胞頂面だけで
なく側底面にも点状シグナルとして局在し
た。この点状シグナルに注目し、この膜ドメ
インの解析を行った。GPIアンカー型タンパ
クであるCD59に対する抗体を用いて二重免
疫蛍光法を行ったところ、両者とも多くの点
状構造で共局在を示し、一部は、CD59 単独
あるいは DPEP1単独のシグナルも観察され
た（図 2A）。一方、一般的なラフトマーカー
とされる flotillin-1 との二重蛍光法を行った



ところ、両者ともに、まれに DPEP1と部分
的な共局在を示したが、ほとんどのシグナル
は共局在しなかった（図 2B）。 
電子顕微鏡レベルでの局在を解析する目
的で、3 日間培養したHCC56細胞を包埋前
免疫電子顕微鏡法により解析した。DPEP1
を示す金コロイドは、微絨毛や細胞表面の特
定部位に集積する傾向を示した（図 3）。 
 

 
(4) DPEP1発現が細胞増殖能に及ぼす影響 

DPEP1の機能解析を行うために、HCC56
細胞における RNAi 実験系を確立した。
siRNAあるいは対照 siRNAを投与して、1、
3、5、7 日間培養後の DPEP1 発現量を
Western blot法により解析したところ、この
培養期間内で発現低下が維持されているこ
とを確認した（図 3A）。細胞増殖率を解析し
たところ、DPEP1 の発現低下細胞と対照細
胞の間に有意な差は認められなかった（図
3B）。 
さらに shRNAを用いて DPEP1の安定発
現低下細胞株を作製した。Western blot法に
より解析したところ、対照細胞株の約 46% 
にまで DPEP1 の発現が低下していた（図
3C）。これら細胞をヌードマウスに移植し、
腫瘍の容積変化を測定した結果、対照細胞と
DPEP1 発現低下細胞との間に有意差は認め
られなかった（図 3D）。 
 
(5) DPEP1発現が組織形態に与える影響 
 DPEP1 発現の差が、癌組織の組織構築に
変化を来すのかどうかを検討するために、
DPEP1 安定発現低下細胞株の異種移植組織
を用いて形態学的評価を行った。対照細胞組
織に比べ、DPEP1 発現低下細胞の異種移植
組織では、DPEP1 の発現が顕著に低下して
いた。 

 

 
さらに、極性形成のマーカーである

E-cadherin（データは割愛）や ZO-1の染色
性には顕著な変化は観察されなかった（図
5A-D）。この結果は、DPEP1 の発現低下が
細胞の極性形成に大きな影響を与えないこ
とを示唆する。 

 

 
(6) 細胞の移動能評価 
 トランスウェルを用いて細胞の遊走能及
び浸潤能について評価を試みた。乳癌由来



MDA-MB-231 細胞をポジティブコントロー
ルとして比較したところ、24 時間内では
HCC56 細胞はほとんど移動せず、評価不能
であった（データは割愛）。 
 
(7) DPEP1 の酸化ストレス耐性に与える影
響 
 最後に、DPEP1発現低下細胞株を用いて、
酸化ストレスに対する耐性を解析した。400 
M ひ酸水素二ナトリウム七水和物水溶液 
(AsV) を 20 時間投与し、細胞障害の指標と
して、DNAの 2重鎖切断を抗リン酸化H2AX
抗体を用いた免疫蛍光法により検出した。
PBS投与群の中で対照細胞とDPEP1発現低
下細胞間で有意差はなく、また、ここで用い
た AsV濃度は、対照細胞ではリン酸化H2AX
の差として認識できない程度であった。しか
し DPEP1発現低下細株では、AsV添加群は
PBS 添加群より有意にリン酸化 H2AX のシ
グナルが増加した（図 6）。 
 

 
(7) 結論 
以上の結果より、DPEP1 は細胞膜上の

GPI アンカー型タンパク質特異的なドメイ
ンおよび微絨毛ドメインに分布すること、
DPEP1 の発現レベルは細胞増殖能には影響
を与えないが、その高発現は酸化ストレスの
軽減に寄与する可能性が示唆された。また、
本研究に用いたHCC56 細胞はDPEP1の機
能を解析する良いモデル細胞であることが
示された。最近、DPEP1 発現が大腸癌の予
後に正あるいは負の相関があるとする報告
が相次いでおり、その真偽は未解決である。

DPEP1 発現が細胞の酸化ストレス耐性に寄
与する機構とその普遍性が明らかにされれ
ば、DPEP1 を標的とする新たな治療戦略の
糸口を見出すことができよう。 
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