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研究成果の概要（和文）：Elongation of long chain fatty acid member 6 (Elovl6)の欠損に伴う脂肪酸組成
の変化が、肝臓でのserpinA1遺伝子、α1-アンチトリプシンタンパクの動態にどのように影響するかを目的とし
て検討を行った。
その結果、肝細胞へのElovl6のノックダウンおよび脂肪酸組成の変化がα1-アンチトリプシンの遺伝子発現およ
び細胞外分泌に影響し、これにより全身および肝臓特異的Elovl6欠損マウスにおける血中濃度の低下を引き起こ
す可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We investigated whether changes in fatty acid composition associated with 
deletion of Elongation of long chain fatty acid member 6 (Elovl6) affect the protein dynamics of α
1-antitrypsin and the serpinA1 gene expression in the liver.
Consequently, knockdown of Elovl6 into hepatocytes and changes in fatty acid composition affect gene
 expression and extracellular secretion of α1-antitrypsin, leading to reduced blood levels in 
systemic and liver-specific Elovl6-deficient mice. was suggested.

研究分野：臨床生理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、Elovl6の欠損に伴う脂肪酸組成の変化が、肝臓でのserpinA1遺伝子、α1-アンチトリプシンタンパ
クの動態にどのように影響するかを検討した。その結果、肝細胞へのElovl6のノックダウンおよび脂肪酸組成の
変化がα1-アンチトリプシンの遺伝子発現および細胞外分泌に影響し、これにより全身および肝臓特異的Elovl6
欠損マウスにおける血中濃度の低下を引き起こす可能性が示唆された。したがって、肝臓での脂肪酸バランス変
化が血中のα1-アンチトリプシン活性を制御することで肺疾患の発症・進展に起因することが示唆され、肺気腫
の新たな治療法の開発に繋がることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

Elovl6 欠損マウスでは肺線維症だけではなく、肺胞の破壊による気腫性変化も伴い、喫煙曝

露による肺気腫モデルマウスを作製したところ、肺気腫病変の増加と脂肪酸組成の変化を認め

た。したがって、Elovl6 が細胞内の脂肪酸組成のバランスを変化させることで、肺気腫の発症、

進展にも強く影響していることが示された。 
そこで、Elovl6 欠損マウスの肺組織を用いて、RNA シークエンスによる遺伝子発現の網羅的ス

クリーニングを行った結果、α1-アンチトリプシンの産生に関わる遺伝子である SerpinA1 に着

目した。申請者らは Elovl6 欠損マウスの肝臓において SerpinA1 のタンパク発現が著明に低下

し、血中のα1-アンチトリプシンの濃度も著明に低下することを見出した。以上の結果から、

Elovl6 欠損マウスでは α1-アンチトリプシンの血中濃度低下に伴って先天性の肺気腫様病変を

呈し、さらに、喫煙曝露によって、α1-アンチトリプシンの活性が低下して肺気腫病変が増悪し

た可能性がある。したがって、肝臓での脂肪酸バランス変化が血中の α1-アンチトリプシン活性

を制御することで肺疾患の発症・進展に起因することが示唆された。 
 
２．研究の目的 
本研究では、脂肪酸組成とその組成を調節する Elovl6 が、α1-アンチトリプシンの発現や活性

などに及ぼす影響を検討し、肺気腫の病態メカニズムの解明と新規の予防・治療戦略を構築する

ことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) siRNA を用いたノックダウン実験 
 AML12 細胞の内因性 Elovl6 を、Small interfering RNA（siRNA）を用いてノックダウンし

た。コントロールには siRNA green fluorescent protein（siGFP）を用いた。 
(2) 培養細胞への脂肪酸刺激 
 脂肪酸を用いて AML12 細胞に刺激を行った。コントロールには 10%BSA(SIGMA、日本)を
用いた。脂肪酸刺激は、まず、AML12 細胞を抗生剤と 10%BSA を含み、血清を含まない培地

に置換し、37℃、5%CO2の条件で 24 時間培養した。その後、調製した脂肪酸溶液を AML12 細

胞に添加し、24 時間培養後に RNA およびメディウムを回収して実験に使用した。 
(3) SerpinA1 発現ベクター作成法 
 まず、マウスの肝臓の RNA を用いて、逆転写(RT)-PCR 法によりマウス cDNA を得た。次に

NCBI より検索したマウス SerpinA1a(Accession No. NM_009243.4）のコード配列から、PCR
に用いるプライマーの設計を行った。5’末端の開始コドンの前に EcoRⅠサイト、3’末端の停止

コドンの後に BamHⅠサイトを設定し、プライマーを設定した。得られた cDNA を用いて、PCR
酵素として PrimeSTAR Max DNA Polymerase（TaKaRa）を使用して PCR反応を行った。次

に、QIAquick PCR purification kit（QIAGEN）を用いて PCR 産物を精製した。この PCR 産

物と、pcDNA3.1/flagベクターを NheⅠ、BamHⅠ（Roche）で切断し、Quick Ligation Kit（NEW 
ENGLAND BioLabs, Inc.）を用いてライゲーションすることで、pcDNA3.1/flagベクターにマ

ウス SerpinA1 をコードする配列を組み込んだ。作成した pcDNA3.1-flag mouse SCD1ベクタ

ーを用いて、293T 細胞にリン酸カルシウム法で遺伝子導入し、タンパク発現を確認した。 
(4) siRNA と発現ベクターのダブルトランスフェクション 

AML12 細胞に Elovl6 の siRNA と pcDNA-flag serpinA1 を同時にトランスフェクションし



た。コントロールには siGFP、pcDNA-GFP を用いた。 
 
４．研究成果 

培養マウス肝細胞に siRNA を用いて Elovl6 をノックダウンさせたところ、α1-アンチトリプ

シンのタンパクをコードする serpinA1a-c, serpinA1e の遺伝子発現が著明に低下した。Elovl6
の発現が低下することで細胞内の脂肪酸組成が変化することから、培養マウス肝細胞に主要な

脂肪酸を添加したところ、不飽和脂肪酸であるオレイン酸、アラキドン酸、ドコサヘキサエン酸

により serpinA1a-e の遺伝子発現の有意な低下を認めた。以上より、肝細胞への Elovl6 の発現

低下および不飽和脂肪酸の添加により、α1-アンチトリプシンの発現が低下することを確認した。 
 次に、培養マウス肝細胞での Elovl6 のノックダウン、脂肪酸刺激により、serpinA1 の遺伝子

発現が低下することから、タンパクレベルにおける発現動態について検討したが、AML12 細胞

におけるベースのタンパク発現量が低いこと、α1-アンチトリプシン抗体の問題で検出が困難な

どの影響があり、検討ができなかった。 
さらに、肝細胞における Elovl6 の発現低下が、α1-アンチトリプシンタンパクの細胞外への

分泌に影響するかどうかを検討するため、Elovl6 の siRNA をトランスフェクションし、α1-ア
ンチトリプシンのメディウム中の濃度を検討したが、serpinA1 を過剰発現していない siGFP を

トランスフェクションした AML12 細胞では、α1-アンチトリプシンのメディウム中の濃度は極

めて低く、siElovl6 をトンランスフェクションしても明らかな変化は認められなかった。そこ

で、α1-アンチトリプシンの細胞内におけるタンパク動態を確認するため、外因性にα1-アンチ

トリプシンタンパクを産生させるための SerpinA1 の発現ベクターを作成して、α1-アンチトリ

プシンのメディウム中の濃度を検討した。その結果、Elovl6 のノックダウンにより、α1-アンチ

トリプシンのメディウム中の濃度が約 1/2程度に低下することを確認した（図 1）。 
図 1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
さらに、肝細胞に主要な脂肪酸を添加して同様の検討を行ったところ、ドコサヘキサエン酸の

添加によりα1-アンチトリプシンのメディウム中の濃度が有意に低下することを確認した（図

2）。 
最後に、肝細胞におけるα1-アンチトリプシンタンパクの動態を免疫蛍光染色で観察したとこ

ろ、コントロールでは細胞にびまん性にタンパクが染まるのに対し、Elovl6 のノックダウンに

より、細胞膜の周囲に強く染まる傾向を認めた。 
 

 



図 2 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

今回、α1-アンチトリプシンを過剰発現した培養肝細胞に血清ありと血清なしの条件でElovl6
をノックダウンさせたところ、血清ありの条件ではα1-アンチトリプシンの細胞外分泌に変化を

認めず、血清なしの条件で細胞外分泌が低下するという結果が得られた。つまり、血清ありと血

清なしの培養条件で、Elovl6 のノックダウンによる細胞内の脂質組成に違いが出たと考えられ、

この脂質がα1-アンチトリプシンの細胞外分泌に影響していると考えられる。今後は脂質組成と

α1-アンチトリプシンとの関連性について、慎重に解析を重ね、肝臓での脂肪酸バランス変化が

血中の α1-アンチトリプシン活性を制御して肺疾患の発症・進展に関わる機序を明らかにしてい

く。 
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