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序論 

 

１ .小動物において増加する代謝性・加齢性疾病  

 近年、獣医療の進歩によりイヌやネコなど家庭動物においても寿命が延伸

し、それに伴い肥満や糖尿病といった代謝性疾病や、心・肝・腎疾患および癌

といった加齢性疾病がヒト同様に増えてきており大きな問題となっている。特

にネコにおいては、飼い主が病気の罹患に気づかず病態が進行し、末期状態に

なってから動物病院を受診することが多く、治療が難しい場合が多い。これら

病因の解明、その知見を基にした早期診断・予防法の確立は獣医療の急務の課

題と考えられる。  

脂肪組織は実質細胞である成熟脂肪細胞以外に、マクロファージをはじめと

する様々な間質細胞を含んでおり、余剰エネルギーを貯蓄する貯蔵器官として

の機能だけでなく、アディポサイトカインと総称される生理活性物質を活発に

産生・分泌する生体内で最大の内分泌器官として様々な生理現象に関わってい

る（Kershaw and Flier, 2004）。しかし、肥満に伴って脂肪組織のリモデリング

が起こり、構成する細胞成分が大きく変化すると、その恒常性は破綻し、炎症

性サイトカインといった悪玉アディポサイトカインの過剰産生とアディポネク

チンといった善玉アディポサイトカインの産生減少が起こり、血中遊離脂肪酸

を上昇させ、脂肪毒性を引き起こす（Hotamisligil, 2006）。肥満により細胞のイ

ンスリン抵抗性が惹起され糖尿病を発症することはよく知られているが、脂肪

毒性は炎症やミトコンドリア機能不全の原因となり、代謝性疾病だけでなく

心・肝・腎疾患及び癌といった加齢性疾病の基礎病態となっていることが近年

ヒトやマウスにおいて明らかとなってきた（Bray and Bellanger, 2006）。ネコに

おいても肥満により２型糖尿病、脂肪肝および慢性腎不全の発症リスクが高ま

ることから、肥満は代謝性・加齢性疾病の重要な基礎病態となっている

（German, 2006）。  

このように、ヒトにおいては代謝性・加齢性疾病の分子機構が詳しく研究さ

れているが、ヒトと同様に過栄養や運動不足により同様の疾病が発症している
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と考えられるネコにおいて、代謝性・加齢性疾病について多くの未解明な事象

が残っている。  

 

２ .代謝・加齢を制御するサーチュイン  

 代謝性・加齢性疾病の発症機序について、カロリー制限と酸化ストレスの二

仮説が昔から提唱され様々な研究がなされてきた（Masoro, 2006; Valko M et al., 

2007）。近年、これらの仮説に関わる長寿遺伝子としてサーチュインが重要な

役割を果たしていることが明らかにされ（Frye, 1999）、様々な疾病の治療標的

としてヒトやマウスで研究が進められている。  

 サーチュインは 1984 年にクローニング、特徴づけられた酵母のサイレント

クロマチンに必要な遺伝子 Silent information regulator 2 （Sir2）のタンパク質

ファミリーである（Shore D et al., 1984）。哺乳類では Sir2 のホモログとしてサ

ーチュイン 1-7（SIRT1-7）の７つのサーチュインファミリーが同定されている

（Frye, 1999）。Sir2 は酵母の老化に関わる extrachromosomal ribosomal DNA 

circle（ERC）の蓄積を rDNA 領域における相同組換えを抑制することにより阻

害し、酵母の寿命を延伸させる（Kaeberlein et al., 1999）。高等真核生物である

線虫やショウジョウバエにおいても Sir2 ホモログが寿命の延伸に関わることが

明らかとされ（Tissenbaum and Guarente, 2001; Rogina and Helfand, 2004）、哺乳

類においても、SIRT6 遺伝子を過剰発現させた雄マウスにおいて寿命が延伸し

たことが報告されている（Kanfi et al., 2012）。  

 生化学的にサーチュインは nicotinamide adenine dinucleotide （NAD+）依存性

リジン脱アシル化酵素群として働く。サーチュインは基質を脱アセチル化する

過程において NAD+を nicotinamide と O-acetyl-ADP-ribose に分解する（Avalos 

et al., 2005）。産生された nicotinamide は産生阻害物としてとどまり、高い

nicotinamide 濃度はサーチュインの活性を阻害する。こうした NAD+依存性活

性によりサーチュインは食事や代謝に反応し、カロリー制限による生理活性に

関わっている。例えば、酵母においては 0.5%から 2%のグルコース濃度の減少

によって Sir2 が活性化し寿命を延伸する（Lin et al., 2000）。哺乳類において
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も、絶食やカロリー制限、高脂肪食給与等のカロリー変動によりサーチュイン

の活性が変化する（Rodgers and Puigserver, 2007; Verdin et al., 2010）。哺乳類の

サーチュインファミリーの中では SIRT1 と SIRT3 が最もカロリー変動に対する

応答性が高く、これらのノックアウトマウスではカロリー制限による有益な生

理活性が阻害されることが報告されている（Cohen et al., 2004; Hebert et al., 

2013）。  

 SIRT1 の機能活性は当初ヒストン脱アセチル化酵素としての活性が解明さ

れ、直接ヒストン H1、H3 および H4 を脱アセチル化することにより転写を抑

え、テロメアのクロマチンを保護することによって老化現象を制御すると考え

られてきた  （Oberdoerffer et al., 2008）。近年 SIRT1 はヒストンだけではなく、

多くの転写因子、シグナル伝達物質、代謝酵素タンパク質を脱アセチル化する

ことが明らかとなり、酵母 Sir2 と構造や機能が最も類似していることからサー

チュインファミリーの中で最も研究が進んでいる（Chen et al., 2012)。また、

SIRT3 はミトコンドリアに局在し、多くのミトコンドリア代謝酵素を脱アセチ

ル化の標的としている。特に抗酸化酵素を活性化することから、酸化ストレス

から細胞を保護している（Newman et al., 2012）。  

 以上から、ヒトと発症機序が類似していると考えられるネコの代謝性・加齢

性疾病においても、サーチュインが重要な役割を果たしていることが予想され

るが、ネコサーチュインは遺伝子配列が明らかにされておらず、ネコのサーチ

ュインに関する報告はほとんどない。  

 

３ .疾病に関わる慢性炎症とサーチュイン  

内因性・外因性ストレスへの応答によって、低レベルの生理的炎症が持続す

ることで、多様な間質細胞の相互作用が遷延化し、適応の破綻により不可逆的

な組織リモデリングを生じて臓器の機能不全をもたらす。これは慢性炎症と呼

ばれ、様々な疾病の基礎病態となっていることが近年明らかとなってきた

（Multhoff et al., 2012）。慢性炎症を惹起する主因として、肥満による脂肪細

胞の恒常性破綻があり、慢性炎症は特に代謝性・加齢性疾病における標的とし
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て注目を集めている（Franceschi et al., 2014）。炎症において中心的役割を果た

す分子として転写因子 Nuclear factor-kappa B（NF-κB）があり、慢性炎症制御

のためには、NF-κB の活性制御が重要であると考えられている（Baker et al., 

2011）。  

ワインに含まれるポリフェノールの一成分であるレスベラトロールは、フラ

ンス人は飽和脂肪酸が豊富に含まれる食事を摂取しているにも関わらず、冠状

動脈性心臓病に罹患することが比較的低いというフレンチパラドックスに関わ

る分子として注目を集め、NF-κB 転写活性を抑制し、抗炎症作用を有すること

が報告されていた（Manna et al., 2000）。その後、レスベラトロールが SIRT1 に

対するエフェクター活性を有し（Howitz et al., 2003; Price et al., 2012）、NF-κB

転写活性の調節に SIRT1 が直接関わっていることが明らかとなった（Yeung et 

al., 2004）。SIRT1 の NF-κB 制御による炎症調節作用は急速に研究が進み、

SIRT1 が肥満に伴う炎症を抑制していることや  （Wang et al., 2013）、逆に炎

症性刺激による SIRT1 活性の低下が慢性炎症の基盤となっていることが報告さ

れ（Shinozaki et al., 2014）、慢性炎症による代謝性・加齢性疾病発症において

SIRT1 と NF-κB の関連が中心的な役割を果たしていることが明らかとなってき

た。しかし、ネコにおいては NF-κB ファミリーの遺伝子配列が明らかとされ

ておらず、その分子生物学的特性およびサーチュインとの関連は不明である。  

以上から、本研究はネコにおける代謝性・加齢性疾病の病態解明および早期

発見、治療法開発のために、ネコサーチュインの機能、特に NF-κB と関わる

炎症抑制作用について明らかとすること目的とし、一連の試験を行った。  

  



7 
 

第１章 ネコサーチュイン 1 およびサーチュイン 3 cDNA クローニングと組織発現解析  

 

1.1 緒論  

 

 獣医療の進歩により家庭動物においても高齢化が進んでおり、現在日本で飼

育されているネコの４頭に１頭が１０歳以上であると言われている（平成 26

年 全国犬猫飼育実態調査）。その結果、運動不足による肥満の割合も増加

し、２型糖尿病、肝リピドーシス、慢性腎不全および肥大型心筋症といった代

謝性・加齢性疾病に罹患するネコが顕著に増加している（German, 2006）。しか

し、その分子機構については明らかにされていないことが多く、早期診断、予

防の障害となっている。  

 哺乳類のサーチュインは長寿に関連した酵母 silent information regulator 2 

（Sir2）のホモログとして同定され、７つのサーチュインがファミリータンパ

ク質として含まれており、それらは異なった基質特異性と機能を有している

（Park et al., 2013）。サーチュイン 1（SIRT1）は主に核に局在し、forkhead 

transcription factors（FOXOs）（Brunet et al., 2004）、peroxisome proliferator-

activated receptor-gamma, coactivator 1-alpha（PCG-1α）（Rodgers et al., 2005）、

および nuclear factor-kappa B （NF-κB）（Zhang et al., 2010）といった基質を脱

アセチル化することにより代謝機構および炎症、免疫応答に関わっている。サ

ーチュイン 3（SIRT3）はミトコンドリアに局在し、 isocitrate dehydrogenase 2 

（IDH2）（Someya et al., 2010）や superoxide dismutase 2（SOD2）（Qiu et al., 

2010）といった基質を脱アセチル化することにより、細胞を酸化ストレスから

保護する。サーチュインは補酵素として nicotinamide adenine dinucleotide

（NAD+）を必要とすることから、その遺伝子発現や活性は代謝状態や加齢に

よって調節されている。このため、代謝性・加齢性疾病における機能が注目さ

れ、ヒトやマウスにおいて、２型糖尿病  （Banks et al., 2008; Jing et al., 

2011）、脂肪肝  （Deng et al., 2007; Kendrick et al., 2011）、慢性腎疾患（Kitada 

et al., 2014）および心疾患（Tanno et al., 2010; Pillai et al., 2010）に SIRT1 およ
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び SIRT3 が関わっていることが報告されている。  

 ネコの２型糖尿病や肝リピドーシスは肥満から誘導され（O'Brien, 2002; 

Armstrong and Blanchard, 2009）、その臨床・生理・病理学的側面から、ヒトの

病態と類似していると考えられている（Henson and O'Brien, 2006）。ネコの代謝

性・加齢性疾病においてもサーチュインは重要な役割を果たしていることが予

想されるが、現時点においてネコのサーチュインに関する報告はほとんどな

い。そこで、第１章ではネコ SIRT1 および SIRT3 に関する基礎的な知見を得る

ことが必要と考え、ネコ SIRT1 および SIRT3 完全長 cDNA クローニングおよび

シークエンスを行い、その結果から推測されるアミノ酸配列を他種動物サーチ

ュインと比較した。また、成熟個体組織由来の各組織における mRNA 発現解

析を行った。  
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1.2 材料と方法  

 

ネコ SIRT1 および SIRT3 cDNA のクローニング  

 Total RNA は Zyagen（Zyagen, San Diego, CA, USA）から購入したネコ大脳皮

質（雑種、3 歳、オス）RNA を用いた。分光光度計を用いて 260nm で RNA の

量を測定、260/280 比および 260/230 比により品質を確認した。cDNA ライブラ

リーの作製は SMARTer RACE cDNA Amplification Kit（Clontech, mountain View, 

CA, USA）を用い、指示書に従って行った。プライマーはヒトの SIRT1

（GenBank accession number NM_012238）および SIRT3（GenBank accession 

number NM_012239）cDNA シークエンスとネコのゲノム DNA シークエンスを

参考に作製した。まず、プライマー1 と 2 およびプライマー7 と 8 を用いて

SIRT1 と SIRT3 の PCR 断片を得た後にシークエンスを行い、部分的な塩基配

列を決定した（Table 1）。得られた部分シークエンスを参考に、3´末端シーク

エンスのためにプライマー3 と 9 を、5´末端シークエンスのためにプライマー4

と 10 を作製し RACE-PCR を行った。PCR は各プライマーを 0.2μM ずつと、

PrimeSTAR GXL DNA Polymerase（Takara, Shiga, Japan）を用いて 30 サイクル

98℃10 秒、60℃15 秒、68℃1 分の条件で行った。この反応で得た増幅産物は

pCR-Blunt II-TOPO vector（Invitrogen, Carlsbad, CA, USA）にクローニングし、

シークエンスは FASMAC （FASMAC Co., Ltd., Kanagawa, Japan）のシークエン

スサービスを用い塩基配列を決定した。  

  



10 
 

 

リアルタイム PCR によるネコの各組織における SIRT1 および SIRT3 mRNA

発現の解析  

 Zyagen から購入した Total RNA (1μg)を QuantiTect Reverse Transcription Kit

（Quiagen, Hilden, Germany）を用いて逆転写反応を行い、サンプルとした。  

 リアルタイム PCR は Perfect Real Time SYBR Premix Ex Taq II (Takara)を用い

て、ABI 7300 Real Time PCR Sequence Detection System（Applied Biosystems, 

Foster City, CA, USA)で 2μl のサンプル cDNA、0.8μl の各プライマー、10μl の

SYBR Premix Ex Taq II、0.4μl の ROX Reference Dye および 6.0μl の滅菌水を含

む反応液を 95℃30 秒加熱の後、95℃5 秒、60℃35 秒、40 サイクル行い、測定

した。プライマー5、6 を SIRT1 に、プライマー11、12 を SIRT3 に、プライマ

ー13、14 を Beta-actin mRNA 測定用に設計した。定量はそれぞれの遺伝子断片

を含んだプラスミド DNA を段階希釈したものを使い、検量線を作製して算出

した。  

 

統計処理  

 数値は平均±標準誤差で表した。すべての統計は GraphPad Prism（GraphPad 

Software, San Diego, DA, USA)を用いて行った。  
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Table 1. PCR に用いたプライマー 

Primer Kind Sequence (5’-3’) Position Accession Number 

SIRT1 

   

NM_001290246.1 

1 Sense GAGAGGCAGTTGGAAGATGG 47 – 66  

2 Antisense CTGTTGCTTCCTGTTTCACG 2275 – 2256  

3 Sense CAACGGTTTGGAAGACGATGCTG 2156 – 2179  

4 Antisense TCTTCCTCCTCTTCGCCCTCGTCGT 452 – 427  

5 Sense CGCCTTGCAATAGACTTCCC 897 – 916  

6 Antisense TGAATTTGTGACAGAGAGATGGTTG 1042 – 1017  

SIRT3 

   

NM_001290245 

7 Sense AGGACCTAGCTGAGCTGATTCG 349 – 371  

8 Antisense TGTGTGTAGAGCCGCAGAAG  656 – 636  

9 Sense CTATTTCCTCCGCCTGCTCCACGAC 603 – 626  

10 Antisense AGGCCGCTCCTTGGAGACCTGAAGT 464 – 439  

11 Sense TGCTTCTGCGGCTCTACAC 635 – 653  

12 Antisense TGTCTCCCCAAAGAACACGA 864 – 855  

Beta-actin 

 

AB051104.1 

13 Sense GCCAACCGTGAGAAGATGACT 152 – 172  

14 Antisense CCCAGAGTCCATGACAATACCAG 280 – 257  
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1.3 結果  

 

ネコ SIRT1 および SIRT3 cDNA のクローニング 

 ネコ大脳皮質 cDNA ライブラリーから得た SIRT1 および SIRT3 クローニング

の結果を Figure 1, 2 に示す。SIRT1 は 5´末端に非翻訳領域 63bp、746 のアミノ

酸をコードする翻訳領域 2241bp、3´末端に非翻訳領域 1781bp で構成されてい

た。ExPASy (http://web.expasy.org/compute_pi/)を用いてその分子量を計算した

ところ 81.8kDa であると予想された。SIRT3 は 5´末端に非翻訳領域 54bp、372

のアミノ酸をコードする翻訳領域 1119bp、3´末端に非翻訳領域 481bp で構成さ

れていた。ExPASy を用いてその分子量を計算したところ、40.9kDa であると予

想された。ネコゲノム情報(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST)を用いたコンピュー

ター解析により、ネコ SIRT1 は cDNA 最初の塩基を 1 としての塩基番号 484、

485 番間に 1.4kb、601、602 番間に 3.4kb、843、844 番間に 1.7kb、996、997 番

間に 7.1kb、1144、1145 番間に 1.2kb、1224、1225 番間に 1.3kb、1441、1442 番

間に 1.4kb、1975、1976 番間に 5.3kb のイントロンを含む 9 つのエキソンで構

成され、ネコ SIRT3 は 109、110 番間に 3.9kb、257、258 番間に 1kb、  446、

447 番間に 0.1kb、679、680 番間に 1.5kb、780、781 番間に 5.2kb、942、943 番

間に 3.6kb、1152、1153 番間に 1.4kb のイントロンを含む 8 つのエキソンで構

成されていることが予想された。イントロンの 5´および 3´末端配列はスプラ

イシングの GT-AG ルールに従っていた（Breathnach and Chambon P, 1981）。ま

た、SIRT1 および SIRT3 はともに 3´末端近傍にポリアデニル化シグナルを有し

ていた。  
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Figure 1. ネコ SIRT1 の cDNA と予想アミノ酸配列  

開始コドンを太線、終止コドンをアスタリスク、イントロンの位置を矢頭で

示し、ポリアデニル化シグナルは黒枠で囲っている。右の数字は cDNA 最初の

塩基を 1 としての塩基番号を示している。このヌクレオチド配列は GenBank に

て Accession No. NM_001290246.1 として公開されている。   
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Figure 2. ネコ SIRT3 の cDNA と予想アミノ酸配列  

開始コドンを太線、終止コドンをアスタリスク、イントロンの位置を矢頭で

示し、ポリアデニル化シグナルは黒枠で囲っている。右の数字は cDNA 最初の

塩基を 1 としての塩基番号を示している。矢頭はイントロンの位置を示し、ポ

リアデニル化シグナルは黒枠で囲っている。このヌクレオチド配列は GenBank

にて Accession No. NM_001290245 として公開されている。  
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ネコ SIRT1 および SIRT3 予想アミノ酸配列の他動物との配列相同性  

 ネコ SIRT1 および SIRT3 予想アミノ酸配列は触媒コア領域を有し、他の Sir2

ファミリーとコア領域において非常に高い相同性を有していた(Figure 3)。加え

て、他の動物と同様に、ネコ SIRT1 および SIRT3 のコア領域はジンクフィンガ

ーと NAD+結合領域を有していた。ネコ SIRT1 および SIRT3 の予想アミノ酸配

列を他の動物と比較したところ SIRT1 は 95.3% [イヌ]、91.4% [ブタ]、91.3％  

[ウシ]、88％  [ヒト]、83.2% [マウス]、67.4％  [ニワトリ]、61.3％  [ゼブラフィ

ッシュ]、SIRT3 は 83.0% [イヌ]、78.3％  [ブタ]、76.6% [ヒト]、73.7％  [マウ

ス]、68.9％  [ウシ]、  66.0% [ニワトリ]、65.9％  [ゼブラフィッシュ]と高い相

同性を示した。分子系統樹解析の結果、ネコ SIRT1 および SIRT3 はそれぞれ哺

乳類の SIRT1 および SIRT3 の枝に位置しイヌと進化距離が近いことが示された

(Figure 4)。  
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Figure 3. Sir2 ファミリーコア領域における予想アミノ酸配列の相同性  

それぞれ酵母（sc）Sir2（NP_010242.1）、ネコ(ca)SIRT1 および 3、イヌ(do) 

SIRT1(XP_546130.2)および 3 (XP_855809.1)、ヒト(hu) SIRT1(NP_036370.2)およ

び 3(NP_036371.1)、マウス(mo) SIRT1(NP_001153061.1)および

3(NP_001171275.1)、ウシ(bo) SIRT1 (NP_001179909.1)および

3(NP_001193598.1)、ブタ(po) SIRT1(NP_001139222.1)および

3(NP_001103527.1)、ニワトリ(ch)SIRT1 (NP_001004767.1)および 3 

(NP_001186422.1)、ゼブラフィッシュ(ze) SIRT1 (XP_001334440.4)および 3 

(NP_001073643.1)の配列を示している。最初および最後の数字は各動物コア領

域の開始および終止アミノ酸番号である。黒地白字はアミノ酸配列が 100%一

致することを示し、灰地黒字のものは 50%以上相同であることを示している。
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また、ジンクフィンガー（+）、NAD+結合部位（*）および基質結合部位（-）

をそれぞれの記号で示した。   
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Figure 4. Sir2 ファミリーの分子系統樹  

それぞれ酵母（sc）Sir2、ウシ(bo)、ブタ(po)、イヌ(do)、ネコ(ca)、ヒト

(hu)、マウス(mo)、ニワトリ(ch)およびゼブラフィッシュ(ze)SIRT1、SIRT3 に

ついて GENETYX-win Ver.9.1.0 (GENETYX Corp, Tokyo, Japan)を用いて

unweighted pair group method with arithmetic mean method により分子系統樹を作

製した。Accession Number は Figure 3 に示した。バーおよび 0.1 の数値は進化

距離を示している。  
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各組織におけるネコ SIRT1 および SIRT3 mRNA 発現量の比較  

 各組織における SIRT1 および SIRT3 mRNA 発現を、リアルタイム PCR によ

り定量解析した(Figure 5)。3 歳オス雑種ネコにおいては両 mRNA ともに大脳皮

質、心臓、腎臓、肝臓、骨格筋、膵臓、十二指腸、脾臓及び胃と調べた全ての

組織で発現が検出された。特に SIRT1 は肝臓と骨格筋において、SIRT3 は心臓

において高い発現が検出された。  
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Figure 5. 3 歳オス雑種ネコ SIRT1、SIRT3 の各組織における mRNA 発現量  

mRNA 発現量はリアルタイム PCR によって測定した。各々SIRT1、SIRT3 発

現量は、Beta-actin mRNA 発現量に対する比で表されている。  
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1.4 考察  

 

 ネコ大脳皮質 cDNA ライブラリーから、ネコ SIRT1 および SIRT3 cDNA クロ

ーニングに成功した。シークエンスで得たネコ SIRT1 および SIRT3 の塩基配列

をネコゲノムデータベース（www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST）で検索を行った結

果、ネコ SIRT1 遺伝子はヒトやマウスと同様 9 つのエキソンと 8 つのイントロ

ンで構成されていた。一方、ネコ SIRT3 遺伝子は 8 つのエキソンと 7 つのイン

トロンで構成されており、ヒトやマウスと異なっていた。ヒトにおいてはいく

つかの遺伝子のイントロンに存在する single nucleotide polymorphism（SNP）多

型が 2 型糖尿病の発症と関連しており（Zeggini et al., 2007）、イントロンにお

ける転写調節や発現調節機構がその遺伝子の働きに影響を及ぼしていると考え

られている。従ってネコ SIRT3 の遺伝子構成がヒトやマウスと異なることは、

その調節機構が他の動物と異なる可能性を示唆している。  

ネコ SIRT1 および SIRT3 cDNA の配列を基に予想したそれぞれのアミノ酸配

列を酵母、イヌ、ヒト、マウス、ウシ、ブタ、ニワトリおよびゼブラフィッシ

ュと相同性解析を行った結果、ネコ SIRT1 および SIRT3 は哺乳類と高い相同性

を示した。特に、Sir2 ファミリーに共通して存在する機能部位である触媒コア

領域において高い相同性を示し、ネコ SIRT1 および SIRT3 も触媒コア領域を有

していることが分かった。このコア領域に含まれるジンクフィンガーとして知

られるモチーフである CxxC-(18-20)x-CxxC（Sherman et al., 1999）、NAD+結合

部位を形成するモチーフである GAG(I/V)SxxxG(I/V)PDFRS、TQNID、  

HG(S/T)および各基質結合部位は完全に保存されていた（Min et al., 2001)。ま

た、系統樹解析においてもネコ SIRT1 および SIRT3 はそれぞれ哺乳類と進化距

離が近いことが示されたことから、ネコ SIRT1 および SIRT3 が他の動物と同様

の機能を有していることが予想される。  

 SIRT1 および SIRT3 mRNA は様々な組織で普遍的に発現していることがヒト

（Frye, 1999; Onyango et al., 2002）、マウス（Shi et al., 2005）、ウシ  （Ghinis-

Hozumi et al., 2011）およびブタ（Jin et al., 2009）で報告されている。今回の実
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験によりネコ SIRT1 および SIRT3 mRNA も他の哺乳類と同様に様々な組織で

発現し、SIRT1 は肝臓と骨格筋で、SIRT3 は心臓において高く発現していた。

SIRT1 のヘテロノックアウトマウスでは、肝臓に脂肪変性が起こり炎症性遺伝

子発現の上昇、および SIRT1 標的タンパク質のアセチル化が起こると報告され

ており（Xu et al., 2010）、ネコ SIRT1 の肝臓における高い mRNA 発現は肝リピ

ドーシスに関連している可能性がある。また、インスリン抵抗性を有する脂肪

細胞は異所性脂肪として骨格筋に蓄積するが、SIRT1 が骨格筋におけるインス

リン感受性を高めることがマウスで報告されている（Schenk et al., 2011）。ネ

コ SIRT1 の骨格筋における高い mRNA 発現は、糖・脂質代謝を調節し２型糖

尿病の発症に関連している可能性がある。一方、SIRT3 ノックアウトマウスは

8 週齢になると心筋肥大の兆候を示す（Sundaresan et al., 2009）。肥大型心筋症

はネコの心疾患で最も高い罹患率および死亡率を示し、突然死に関わる重要な

疾患であるが（Abbott, 2010）、ネコ SIRT3 の心臓における高い mRNA 発現はネ

コの肥大型心筋症の病態と関連していると考えられる。  

 以上から、ネコ SIRT1 および SIRT3 は他の動物と同様に様々な生理活性を有

することが予想され、その機能解析および疾病との関連について詳しく検討す

る必要があると考えられる。   
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1.5 小括  

 

 本章では cDNA クローニングによりネコ SIRT1 および SIRT3 の完全長 cDNA

塩基配列を決定した。アミノ酸相同性解析を行った結果、ネコ SIRT1 および

SIRT3 は他の哺乳類と高い相同性を示した。特に Sir2 ファミリーに共通して存

在する機能部位である触媒コア領域において高い相同性を示し、ジンクフィン

ガー、NAD+結合部位および基質結合部位は完全に保存されていた。  

組織 Total RNA を用いて行った mRNA 発現解析の結果、ネコ SIRT1 および

SIRT3 mRNA も他の哺乳類と同様に様々な組織で発現し、SIRT1 は肝臓と骨格

筋で、SIRT3 は心臓において特に高く発現していた。  

 以上から、ネコ SIRT1 および SIRT3 は他の動物と同様に様々な生理活性を有

することが予想され、両 mRNA ともに多様な組織で発現し、特に代謝性・加

齢性疾病に関わる組織において高く発現していた。よって、ネコ SIRT1 および

SIRT3 は代謝性・加齢性疾病に深く関わっていることが予想される。  
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第２章 高脂肪食給与ネコにおける脂肪毒性とサーチュインの連関  

 

2.1 緒論  

 

 近年、ネコにおいても肥満の罹患率が増加しており、アメリカの調査では

25%の飼育ネコが肥満していると報告されている（Scarlett et al., 1994）。肥満

は栄養性の疾病であり、家庭動物においても様々な続発性疾病の基礎病態とな

り（Trinh et al., 2009）、寿命短縮の要因となっている（Lawler et al., 2008）。  

 ネコの２型糖尿病も肥満を基礎病態としており、高脂肪・高炭水化物食給与

や運動量減少によりその発病リスクが増大する  (Backus et al., 2007)。その結

果、糖・脂質代謝が変化し、インスリン抵抗性が惹起されるという臨床・生

理・病理学的観点から、ネコの 2 型糖尿病の病態はヒトの 2 型糖尿病と類似し

ており、ネコはヒトの糖尿病モデル動物としても注目されている  (Henson and 

O'Brien, 2006)。肥満がインスリン抵抗性を惹起する分子機構としては、脂肪酸

合成・コレステロール代謝調節に関わる転写因子 sterol regulatory element-

binding protein-1c（SREBP-1C)を活性化させ、皮下以外の脂肪蓄積および脂肪

細胞の肥大化を促進することが挙げられる（Brown and Goldstein, 1997）。脂肪

組織は単なるエネルギー貯蔵庫ではなく、様々な生理活性物質を分泌する体内

最大の内分泌器官として働くが、肥満によって脂肪細胞が肥大化すると、糖・

脂質代謝を亢進する。結果、いわゆる善玉アディポサイトカインに分類される

アディポネクチンやレプチンの分泌が減少し、悪玉アディポサイトカインに分

類される TNF-α、IL-6 といった炎症性サイトカインや、遊離脂肪酸の分泌が促

進される（Okuno et al., 1998）。同時に ATP 合成のための β 酸化が過度に行わ

れるため、組織の処理能力を超える活性酸素種（Reactive Oxygen Species : 

ROS）が産生され、ミトコンドリア機能不全及びアポトーシスを惹起する

（Furukawa et al., 2004）。このように、肥満の分子機構が明らかとなるにつれ

て、善玉アディポサイトカインの減少による糖・脂質代謝異常だけでなく、脂

肪細胞の産生する悪玉アディポサイトカインによって炎症が全身に波及する脂
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肪毒性が惹起され、肥満が代謝性疾病だけではなく様々な疾病の基礎病態とな

っていることがわかってきた（Hotamisligil, 2006）。  

 サーチュインは nicotinamide adenine dinucleotide （NAD+）依存性活性を有す

ることから、栄養センサーとして働き、様々なターゲットタンパク質への作用

を介して多様な生体機能を制御する。特にサーチュイン 1（SIRT1）およびサ

ーチュイン 3（SIRT3）はカロリー制限によりその発現と活性が増加し、糖・

脂質代謝を調節することがヒトやマウスで明らかとなっている。例えば、

SIRT1 は SREBP-1C の機能を阻害することにより脂肪細胞の肥大化を抑制する

（Ponugoti et al., 2010）。また、アディポネクチンの産生を亢進したり（Qiao 

and Shao J, 2006）、炎症性サイトカインの産生を抑制する等（Yeung et al., 

2004）、アディポサイトカインの産生も調節している。また、SIRT3 はミトコ

ンドリア機能を改善し、ROS の産生を抑える（Choudhury et al., 2011）。よっ

て、SIRT1 および SIRT3 は肥満による脂肪毒性から生体を保護する分子機構に

おいて重要な役割を果たしていると考えられるが、ネコにおいては脂肪毒性や

サーチュインとの関連について、ほとんど報告されていない。そこで第 2 章で

はネコの脂肪毒性およびそれに関わるサーチュインについて明らかにすること

を目的とし、ネコに 8 週間高脂肪食の給与を行い、その影響を炎症性マーカ

ー、炎症性サイトカインおよび SIRT1、SIRT3 mRNA 発現量を測定することに

より解析した。  
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2.2 材料と方法  

 

供試ネコ 

 本試験では平均 14.0±1.4 ヶ月齢（10 から 30 ヶ月齢）、平均体重 2.5±0.1kg

の 5 頭の雑種メスネコを用いた。これらのネコは獣医師が健康で何れの臨床徴

候も認められないことを確認している。ネコは株式会社 AQS（Chiba, Japan）

において個別ケージで 8 週間飼育され食事は株式会社日本ペットフード

（Tokyo, Japan）が調整した高脂肪食を給与した。高脂肪食の組成は水分

（7.0%）、粗蛋白（32.7%）、粗脂肪（23.9%）、粗線維（0.9％）、粗灰（5.5%）

および可溶無窒素物（29.9%）でカロリー含量は 4660kcal/kg であった。給与

は、AM9:00 から翌 AM8:30 までの間、１日エネルギー要求量(daily energy 

requirement : DER)のもとで自由摂食とし、DER は 1.4×安静時エネルギー要求

量(resting energy requirement : RER) (BW0.75×70)で計算した。RER は AM9:00 の

時点での体重をもとにしている。採血前の残った食事は前日の PM4:00 の時点

で取り除いた。飲水は自由飲水として与えた。飼育舎は 24±2℃、湿度 55±

10%で AM8:00 から PM8:00 まで照明を点灯し、残りの時間を消灯する明暗 12

時間サイクルで維持した。  

 

採血  

 食前採血(4-5ml)は頸静脈から無鎮静下で行った。高脂肪食給与前および 8 週

間の高脂肪食給与後に採血を行い、2.5ml の血液を RNA 安定、保存、輸送のた

めに PAX gene RNA tube （PreAnalytiX, Hombrechtikon, Switzerland）に、残量

をヘパリンチューブに採取した。ヘパリンチューブに採取した血液は直ちに

4℃下で 1500×g で 10 分遠心し血漿を得て、血漿は解析まで－30℃で保存し

た。  
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血漿中代謝産物および肝逸脱酵素の解析  

 血漿中総コレステロール、総タンパク、血糖、血中尿素窒素およびクレアチ

ニン濃度と、アラニンアミノ基転移酵素（ALT）、アルカリフォスファターゼ

（ALP）、アスパラギン酸アミノ基転移酵素（AST）および乳酸脱水素酵素

（LDH）活性は、AU680 autoanalyzer（Beckman Coulter, Fuller- ton, CA, USA）

を用いて指示書に従い測定した。  

 

リアルタイム PCR による末梢血白血球 mRNA 発現量の解析  

 白血球の Total RNA は TRIzol （Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)を用いて指示

書に従い抽出した。抽出した Total RNA は分光光度計で吸光度を測定・濃度産

出し、逆転写反応液中に Total RNA が 1μg となるように調整し、QuantiTect 

Reverse Transcription Kit (Quiagen, Hilden, Germany) を用いて逆転写反応を行

い、サンプルとした。  

 リアルタイム PCR は Perfect Real Time SYBR Premix Ex Taq II（Takara, Shiga, 

Japan）を用いて、ABI 7300 Real Time PCR Sequence Detection System（Applied 

Biosystems, Foster City, CA, USA）で 2μl のサンプル cDNA、0.8μl のそれぞれの

プライマー、10μl の SYBR Premix Ex Taq II、0.4μl の ROX Reference Dye およ

び 6.0μl の滅菌水む反応液を 95℃30 秒加熱の後、95℃5 秒、60℃35 秒、40 サ

イクル行い測定した。プライマー1、2 を IL-1α に、プライマー3、4 を IL-1β

に、プライマー5、6 を IL-2 に、プライマー7、8 を IL-6 に、プライマー9、10

を IL-8 に、プライマー11、12 を TNF-α に、プライマー13、14 を SIRT1 に、プ

ライマー15、16 を SIRT3 に、プライマー17、18 を Beta-actin 測定用に設計し

た（Table 2）。定量はそれぞれの遺伝子断片を含んだプラスミド DNA を段階希

釈したものを使い、検量線を作製して算出した。  

 

統計処理  

 数値は平均±標準誤差で表し、統計は t-検定を用いて行った。すべての統計

は GraphPad Prism (GraphPad Software, San Diego, DA, USA)を用いて行った。  
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Table 2. リアルタイム PCR に用いたプライマー  

Primer Kind Sequence (5’-3’) Position Accession Number 

IL-1α    NM_001009351 

1 Sense ACTGTTCGTGAGTGCCCAAA 579 – 589  

2 Antisense GCCATGACGTTCCCAGAAGA 684 – 665  

IL-1β    NM_001077414.1 

3 Sense TGGCACCAGTACCTGAACTC 46 – 65  

4 Antisense GCAACTGGATGCCCTCATCT 195 – 175  

IL-2    NM_001043337 

5 Sense AAACTCTCCAGGATGCTCACA 214 – 224  

6 Antisense ACTTCCTCCAGAGGTTTGAGT 307 – 286  

IL-6    NM_001009211.1 

7 Sense GCTACTGCTTTCCCTACCCC 69 – 88  

8 Antisense GGTTGTTTTCTGCCAGTGCC 259 – 240  

IL-8    NM_001009281 

9 Sense CGAAAGCACCTTGCGTCAAC 3 – 22  

10 Antisense GCACTGGCATCGAAGTTCTG 130 – 110  

TNF-α    NM_001009835.1 

11 Sense CCACACTCTTCTGCCTGCT 134 – 152  

12 Antisense GAGTTGCCCTTCAGCTTCGG 305 – 287  

SIRT1    NM_001290246.1 

13 Sense CGCCTTGCAATAGACTTCCC 897 – 917  

14 Antisense TGAATTTGTGACAGAGAGATGGTTG 1042 –  

SIRT3    NM_001290245 

15 Sense TGCTTCTGCGGCTCTACAC 635 – 653  

16 Antisense TGTCTCCCCAAAGAACACGA 864 – 845  

Beta-actin    AB051104.1 

17 Sense GCCAACCGTGAGAAGATGACT 152 – 172  

18 Antisense CCCAGAGTCCATGACAATACCAG 280 – 257  
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2.3 結果  

 

高脂肪食給与前後の体重、血漿中代謝産物および肝逸脱酵素の比較  

 高脂肪食給与前後における体重、血液代謝産物および肝逸脱酵素の測定値を

Table 3 に示す。総コレステロール、乳酸脱水素酵素、総タンパク、血糖、血

中尿素窒素およびクレアチニンの測定値は、有意な変化は認められなかった。

一方、体重、肝逸脱酵素である ALT、ALP および AST の測定値は有意に上昇

していた(P < 0.01)。  

 

 

Table 3. 高脂肪食給与前後における臨床徴候、血漿代謝産物および肝逸脱酵素  

 給与前  給与後              

体重  (kg) 2.6 ± 0.2 3.2 ± 0.3 ** 

総コレステロール (mg/dL) 100.6 ± 4.3 100.6 ± 9.4  

ALT (U/L) 41.6 ± 4.7 69.6 ± 6.8 ** 

ALP (U/L) 76.6 ± 14.5 101.2 ± 12.2 ** 

AST  (U/L) 24.8 ± 1.3 32.2 ± 1.1 ** 

乳酸脱水素酵素  (U/L) 141.8 ± 21.9 131.4 ± 19.9  

総タンパク (g/dL) 6.5 ± 0.2 6.7 ± 0.2  

血糖  (mg/dL) 72.6 ± 3.1 77.3 ± 0.6  

血中尿素窒素  (mg/dL) 20.0 ± 1.5 21.4 ± 0.9  

クレアチニン (mg/dl) 0.9 ± 0.2 1.0 ± 0.1  

平均値  ± 標準誤差  

**P < 0.01 
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高脂肪食給与前後における炎症性サイトカイン mRNA 発現量の比較  

 高脂肪食給与前後における、末梢血白血球炎症性サイトカイン mRNA 発現

量をリアルタイム PCR によって測定した(Figure 6)。高脂肪食給与によって末

梢血白血球における IL-1α、IL-1β、IL-2、IL-6、IL-8 および TNF-α mRNA 発現

量に有意な変化は認められなかった。  

 

Figure 6. 末梢血白血球における IL-1α、IL-1β、IL-2、IL-6、IL-8 および TNF-α 

mRNA 発現量  

各グラフ左の縦棒が高脂肪食給与前、右の縦棒が給与後を示す。各 mRNA

発現量は、Beta-actin mRNA 発現量に対する比とし、平均値±標準誤差（n=5）

で表している。群間の測定値は t-検定により検定した。   
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高脂肪食給与前後における SIRT1 および SIRT3 mRNA 発現量の比較  

 高脂肪食給与前後における末梢血白血球 SIRT1 および SIRT3 mRNA 発現量

をリアルタイム PCR によって測定した(Figure 7)。ネコ末梢血白血球 SIRT1 

mRNA 発現量は高脂肪食給与後に有意に増加した(P < 0.05)。一方、SIRT3 

mRNA 発現量は高脂肪食給与前後で有意な変化は認められなかった。  

 

Figure 7. 末梢血白血球における SIRT1 および SIRT3 mRNA 発現量の変化  

各グラフ左の縦棒が高脂肪食給与前、右の縦棒が給与後を示す。各 mRNA

発現量は、Beta-actin mRNA 発現量に対する比とし、平均値±標準誤差（n=5）

で表している。群間の測定値は t-検定により検定した。*P < 0.05 
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2.4 考察  

ネコに 8 週間高脂肪食を給与し、給与前後における体重、血漿中代謝産物お

よび肝逸脱酵素と、末梢血白血球の炎症性サイトカインおよび SIRT1、3 

mRNA 発現量について解析した。高脂肪食給与は疫学的に肥満と相関関係があ

ることが示されており、様々な動物においてメタボリックシンドロームや脂肪

毒性の解析に用いられることから（Hariri et al., 2010）、今回の実験においてネ

コの脂肪毒性解析のために用いた。  

8 週間の高脂肪食給与により、体重が有意に増加したが、総コレステロー

ル、乳酸脱水素酵素、総蛋白、血糖、血中尿素窒素およびクレアチニンの測定

値は有意な変化は認められなかった。一方、ALT、ALP および AST 測定値が

高脂肪食給与により有意に増加していた。ALT、ALP および AST は主に肝臓

に存在する酵素で、炎症により細胞自体が破壊されたり、細胞膜の透過性が亢

進したりすることによって血液中に流出することから、逸脱酵素と呼ばれてお

り(Downs et al., 1997)、肝臓における炎症を反映する。2014 年に Mori らはネコ

においても 8 週間の高脂肪食給与により、肝臓に脂肪が蓄積し、酸化ストレス

マーカーの値が変化することを報告している。以上から、ネコにおける脂肪毒

性は、肝臓に蓄積した脂肪による炎症によって惹起されることが推測される。

更なる脂肪毒性の解明のために、組織における詳細な解析や長期間の高脂肪食

給与について検討することが必要と考えられる。  

肝臓や脂肪組織で産生された炎症性サイトカインや遊離脂肪酸は末梢血白血

球に作用し、炎症性サイトカイン mRNA の発現を上昇させることが肥満・糖

尿病モデルである db/db マウスで報告されている（Fujimoto et al., 2010)。今

回、我々は高脂肪食給与 8 週間後のネコ末梢血白血球における炎症性サイトカ

イン mRNA 発現量を測定したが、給与前と比較して有意な変化は認められな

かった。マウスにおける高脂肪食給与による炎症は、短期間給与では抑制性機

構により発現せず、長期間給与によって抑制性機構が破綻することで発現する

（Lee et al., 2011）。よって、今回の高脂肪食給与 8 週間後のネコでは、マウス
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同様末梢血白血球においては抑制性機構が働き、炎症性サイトカイン mRNA

発現が抑制されていたと推測される。  

 サーチュインの発現は栄養状態によって調節されており、哺乳類においては

カロリー制限により上昇し（Cohen et al., 2004; Hebert et al., 2013）、高脂肪食に

より低下する（Deng et al., 2007; Kendrick et al., 2011）。今回、ネコにおいて 8

週間の高脂肪食給与後の末梢血白血球における SIRT1 および SIRT3 mRNA 発

現量を解析した結果、SIRT3 mRNA では有意な変化は認められなかったが、

SIRT1 mRNA の発現が有意に上昇していた。本来サーチュインの発現は飢餓状

態によって上昇するが、今回、血漿中総コレステロールや血糖値といった栄養

代謝測定値が変化していないことから、末梢血白血球における SIRT1 mRNA 発

現は栄養状態ではない別の因子によって制御されたと考えられる。マウスで

は、高脂肪食給与により肝臓等のインスリン感受性組織において SIRT1 mRNA

発現が低下し、炎症反応を惹起させるが（Deng et al., 2007)、血管内皮細胞や

白血球等においては、SIRT1 mRNA 発現が上昇し炎症を抑制することが報告さ

れている（Zhang et al., 2010)。したがって、肥満ネコの末梢血白血球における

SIRT1 mRNA 発現の上昇は、高脂肪食給与によって惹起された肝臓や脂肪組織

等からの炎症性刺激に対する抑制反応であると考えられる。マウスにおける高

脂肪食給与時の NF-κB 応答が SIRT1 上昇によって抑制され、インスリン抵抗

性が抑制されたとの報告からも（Pfluger et al., 2008)、肥満による脂肪毒性の抑

制にネコ SIRT1 による炎症抑制機構が重要な役割を果たしていると考えられ

る。  

以上から、ネコ SIRT1 は炎症抑制機構を介して肥満による脂肪毒性を抑制し

ていることが考えられ、その詳細な分子機構について詳しく検討する必要があ

ると考えられる。  
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2.5 小括  

 

 本章ではネコに高脂肪食を 8 週間給与することによって、血漿中栄養代謝測

定値は有意な変化が認められないが、肝逸脱酵素測定値が有意に上昇すること

から、脂肪毒性によって肝臓において炎症が惹起されることを明らかにした。  

末梢血白血球においては高脂肪食によって炎症性サイトカイン mRNA 発現

量は変化しない一方で、SIRT1 mRNA 発現が有意に上昇することを明らかにし

た。ネコの脂肪毒性は肝臓における脂肪蓄積および炎症から惹起され、その脂

肪毒性抑制に SIRT1 が関わっていることが示唆された。これは SIRT1 の炎症抑

制機構を介していると考えられる。  
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第 3 章 ネコ NF-κB p65 cDNA クローニングと機能解析  

 

3.1 緒論  

 

 NF-κB は転写因子として免疫・細胞生存・分化・増殖において重要な役割を

果たしている（Li and Verma., 2002; Courtois and Gilmore., 2006)。NF-κB シグナ

ル伝達経路はサーチュイン同様、軟体動物から哺乳類にいたる幅広い生物種に

おいて機能しており（Montagnani et al., 2004）、哺乳類では、RelA（p65）、

RelB、c-Rel、p50（NF-κB1）および p52（NF-κB2）の 5 種類の NF-κB ファミ

リーが存在する（Caamaño and Hunter, 2002)。すべてのサブユニットは N 末端

Rel ホモロジー領域(Rel homology domain : RHD)を共有し、RHD はホモおよび

ヘテロ二量体化、核移行、阻害タンパク質との結合およびシスエレメントとの

結合に必要とされる（Ghosh and Karin, 2002）。p65、c-Rel および RelB はトラ

ンス活性化領域（ transactivation domain : TAD1 および TAD2)を有しており、転

写活性化能を有する。一方、p50 および p52 は TAD を有さないため、そのホモ

二量体は転写活性化能を持たないが、他の NF-κB サブユニットとのヘテロ二

量体形成および、他の転写因子との相互作用により転写を調節する（Hayden 

and Ghosh, 2008）。NF-κB 二量体の阻害タンパク質として Inhibitor of κB

（IκB）が重要な役割を果たしており、IκB は IκBα、IκBβ、IκBγ、IκBε、Bcl-

3、前駆タンパク p100 および p105 のファミリーが存在する。IκB は NF-κB の

RHD に存在する核局在シグナル(nuclear localization signal : NLS)を覆い隠すこ

とにより NF-κB 二量体を細胞質に留め、シスエレメントへの結合を阻害して

いる。炎症性シグナル等の刺激が起こることにより、IκB が IκB キナーゼ複合

体によりリン酸化、ユビキタス化され 26S プロテアソームにより分解されるこ

とにより NF-κB の NLS が露出され、NF-κB 二量体は核に移行し炎症性サイト

カインなどの標的遺伝子の転写を活性化する（Ghosh and Karin, 2002）。  

 p50/p65 ヘテロ二量体は、最も多くの組織で発現している NF-κB 二量体であ

り、p65 は TAD を有する NF-κB タンパク質の中で唯一普遍的に存在するサブ



36 
 

ユニットである。他のサブユニット欠損マウスは免疫不全を引き起こすのみで

あるが（Li and Verma, 2002)、p65 欠損マウスは肝細胞のアポトーシスにより

15 日胚で胚致死となることからも最も重要な NF-κB サブユニットであると考

えられている（Beg et al., 1995)。近年、p65 の機能には翻訳後修飾が重要な役

割を果たすことが明らかとなってきた。p65 には多くのリン酸化アミノ酸残基

やアセチル化アミノ酸残基が存在し、それらのリン酸化、アセチル化は NF-κB

転写活性化能を様々な形で調節している（Perkins, 2006)。p65 の翻訳後修飾に

おいて、サーチュイン 1（SIRT1）による p65 リジン残基の脱アセチル化は重

要な役割を果たしており（Yeung et al., 2004）、骨髄細胞特異的に SIRT1 をノッ

クアウトしたマウスにおいては、アセチル化 p65 の増加により NF-κB 転写活

性および炎症性サイトカインの産生が亢進する（Schung et al., 2010）。  

 NF-κB による炎症性サイトカイン転写の活性化は慢性炎症や自己免疫異常を

惹起し、様々な疾病に関与している。特に、代謝性・加齢性疾病の病因形成に

おける働きは大きな注目を集めている  (Ben-Neriah and Karin, 2011; Baker et al., 

2011)。ネコにおいても同様であると考えられ、ネコ p65 に関する臨床研究が

近年報告されているが（Tamamoto et al., 2013)、ネコ p65 の完全長 cDNA 塩基

配列を含め、その分子的特性はほとんど報告されていない。  

第 3 章ではネコ p65 に関する基礎的な知見を得るために、ネコ p65 の完全長

cDNA クローニング、成熟個体組織由来の各組織における mRNA 発現解析、ネ

コ p65 の NF-κB 転写活性能の解析および炎症性サイトカイン mRNA 発現解析

を行った。   
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3.2 材料と方法  

 

組織材料と細胞培養  

 Chinese hamster ovary cells（CHO-K1）は 10% FBS（HyClone Laboratories, 

Utah, USA）および 1% antibiotic-antimycotic solution（Invitrogen, Carlsbad, CA, 

USA）を含んだ F-12 Ham's medium（Wako Pure Chemical Industries, Ltd., Osaka, 

Japan）で、human embryonic kidney epithelial cells（HEK293）は 10% FBS およ

び 1% antibiotic-antimycotic solution を含んだ D-MEM（Wako）で、湿度 95%、

5%CO2、37℃の環境下で培養した。  

 子宮組織は 5～8 ヶ月齢の健康な雑種猫から避妊手術の際に摘出された。飼

い主からは記載されたインフォームドコンセントを得た。摘出された子宮組織

は外科用メスによって細片化し、PBS で洗浄を数回行った後、100-mm ディッ

シュに 10%FBS および 1% antibiotic-antimycotic solution を含んだ D-MEM で湿

度 95%、5%CO2、37℃の環境下で培養した。2～3 日で線維芽細胞が接着細胞

片から遊走し、接着していない細胞片は取り除いた。初代細胞が 70 から 80%

コンフルエントになった後、0.25%トリプシン、1mM EDTA（Invitrogen）を用

いて 2.0×106 個 /dish になるように継代した。継代数 3 から 6 の細胞を実験に用

いた。  
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ネコ p65 cDNA のクローニング 

 Total RNA は Zyagen（Zyagen, San Diego, CA, USA）から購入したネコ大脳皮

質（雑種、3 歳、オス）RNA を用いた。分光高度計を用いて 260nm で RNA の

量を測定し、260/280 比および 260/230 比で品質を確認した。cDNA ライブラリ

ーの作製は SMARTer RACE cDNA Amplification Kit (Clontech, mountain View, 

CA)を用い、指示書に従って行った。プライマーは GenBank のネコ p65 の

mRNA 予想配列(GenBank Accession number XM_006937605)を参考に作製した。

まずプライマー1 および 2 を用いて p65 の PCR 断片を得た後にシークエンスを

行い、部分的な塩基配列を決定した(Table 4)。得られた部分シークエンスを参

考に、3´末端シークエンスのためにプライマー3 を、5´末端シークエンスの

ためにプライマー4 を作製しそれぞれ RACE-PCR を行った。PCR は各プライマ

ー0.2μM ずつと、Ex Taq DNA Polymerase（Takara, Shiga, Japan）を用いて 30 サ

イクル 98℃10 秒、60℃30 秒、72℃1 分の条件で行った。この反応で得た断片

は T-Vector pMD19（Takara）にクローニングし、シークエンスは FASMAC 

(FASMAC Co., Ltd., Kanagawa, Japan)のシークエンスサービスを用い塩基配列を

決定した。  

 

ネコ p65 哺乳類細胞タンパク発現ベクターの作製  

 ネコ p65 の哺乳類細胞タンパク質発現ベクターを作製するために、前述の

cDNA ライブラリーからプライマー5 および 6 を用いて翻訳領域を PCR で増幅

した。PCR は各プライマーを 0.2μM ずつと、PrimeSTAR GXL DNA Polymerase 

(Takara)を用いて 30 サイクル 98℃10 秒、60℃15 秒、68℃2 分の条件で行っ

た。続いて pcDNA3.1/V5-His B (Invitrogen)を Hind III（Takara）および BamH I

（Takara）を用いて制限酵素処理し、直線化したベクターに PCR で得た断片を

In-Fusion HD cloning kit (Clontech)を用いて指示書に従ってサブクローニングし

た。クローニングされた発現ベクター（pcDNA3.1-p65）はシークエンスを行

い、塩基配列を確認した後に実験に使用した。  
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リアルタイム PCR によるネコの各組織における p65 mRNA 発現の解析  

 Zyagen から購入した Total RNA（1μg）を QuantiTect Reverse Transcription Kit 

(Quiagen, Hilden, Germany)を用いて逆転写反応を行い、サンプルとした。  

 リアルタイム PCR 反応は Perfect Real Time SYBR Premix Ex Taq II (Takara)を

用いて、ABI 7300 Real Time PCR Sequence Detection System（Applied 

Biosystems, Foster City, CA, USA）で 2μl のサンプル cDNA、0.8μl の各プライマ

ー、10μl の SYBR Premix Ex Taq II、0.4μl の ROX Reference Dye および 6.0μl の

滅菌水を含む反応液を 95℃30 秒加熱の後、95℃5 秒、60℃35 秒、40 サイクル

行い、測定した。プライマー7、8 を p65 に、プライマー9、10 を Beta-actin 測

定用に設計した。定量はそれぞれの遺伝子断片を含んだプラスミドを段階希釈

したものを使い、検量線を作製し算出した。  

 

ルシフェラーゼアッセイ 

 CHO-K1 細胞、HEK293 細胞およびネコ線維芽細胞はそれぞれ 3×104 個 /well 

(CHO-K1 および HEK293)、2×104 個 /well (線維芽細胞)で 96well プレートに播

種し、指示書に従い lipofectamine 2000 (Invitrogen) 0.5μl/well を用いて、それぞ

れのベクター遺伝子を導入した。導入効率は pEGFP-N1（Clontech）を同時に

導入することにより問題がないことを確認した。それぞれの細胞には発現ベク

ターを 40ng/well（mock plasmid pcDNA3.1 V5-His B, pcDNA3.1-p65）およびレ

ポーターベクターpGL4.32 [Luc2P/NF-κB-RE/Hygro] （Promega）を 40ng/well

の濃度で導入した。また、標準化のために、pGL4.73 [hRluc/SV40]（Promega）

を 20ng/well の濃度ですべての細胞に導入した。ルシフェラーゼアッセイは

Dual-Glo Luciferase Assay System（Promega）を用い、導入 48 時間後に指示書

に従って行った。ホタルルシフェラーゼ活性はウミシイタケルシフェラーゼ活

性により標準化した。  
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線維芽細胞における p65 過剰発現による炎症性サイトカイン mRNA 発現量の解析  

 ネコ線維芽細胞を 1×105 個 /well で 12-well プレートに播種し、 lipofectamine 

2000 4.0μ l を用いてそれぞれのベクター(mock plasmid pcDNA3.1 V5-His B, 

pcDNA3.1-p65)を 4μg/well となるように導入した。導入効率は pEGFP-N1

（Clontech）を同時に導入することにより問題がないことを確認した。導入 48

時間後に Total RNA を TriPure Isolation Regent (Boehringer, Mannheim, Germany)

を用いて指示書に従って抽出し、Quantus™ Fluorometer（Promega）を用いて

RNA 量を測定した。その後、抽出した RNA を前述のように逆転写し、リアル

タイム PCR を行い、炎症性サイトカイン mRNA 発現量を測定した。プライマ

ー11、12 は IL-1β に、プライマー13、14 は IL-6 に、プライマー15、16 を

TNF-α 測定用に設計した。定量はそれぞれの遺伝子断片を含んだプラスミドを

段階希釈したものを使い検量線を作製し算出した。  
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Table 4. PCR に用いたプライマー 

Primer Kind Sequence (5’-3’) Position Accession Number 

p65 

   

AB930130 

1 Sense TGTTTCCCCTCATCTTCCC 126 – 144  

2 Antisense GAGAAGTCTTCATCCCCTGAG 1731 – 1710  

3 Sense GCTGCTGAACCAGGGTGTATCTGTGG 1555 – 1580  

4 Antisense TGCTCCAGGTCCCGCTTCTTTACAC 498 – 474  

5 Sense CTGGCTAGTTAAGCTCATGGACGACCTGTTTCC 115 – 132  

6 Antisense CTGGACTAGTGGATCTTAGGAGCTGATCTGACTC 1784 – 1765  

7 Sense TGTAAAGAAGCGGGACCTGG 475 – 494  

8 Antisense AGAGTTTCGGTTCACTCGGC 724 – 705  

Beta-actin   AB051104.1 

9 Sense GCCAACCGTGAGAAGATGACT 152 – 172  

10 Antisense CCCAGAGTCCATGACAATACCAG 280 – 257  

IL-1β 

  

 NM_001077414.1 

11 Sense TGGCACCAGTACCTGAACTC 46 – 65  

12 Antisense GCAACTGGATGCCCTCATCT 195 – 175  

IL-6    NM_001009211.1 

15 Sense GGCTACTGCTTTCCCTACCC 69 – 88  

16 Antisense TTTTCTGCCAGTGCCTCTTT 259 – 240  

TNF-α    NM_001009835.1 

17 Sense CCACACTCTTCTGCCTGCT 134 – 152  

18 Antisense GAGTTGCCCTTCAGCTTCGG 305 – 287  
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3.3 結果  

 

ネコ p65 cDNA 遺伝子のクローニング 

 ネコ十二指腸 cDNA ライブラリーからの p65 全長クローニングの結果を

Figure 8 に示した。ネコ p65 は 5´末端側に 115bp の非翻訳領域、555 のアミノ

酸をコードする 1665bp の翻訳領域、3´末端側に 793bp の非翻訳領域で構成さ

れていた。ExPASy (http://web.expasy.org/compute_pi/)を用いてその分子量を計

算したところ 59.3kDa であると予想された。ネコゲノム情報

(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST)を用いたコンピューター解析により、ネコ p65

は cDNA 最初の塩基を 1 としての塩基番号 122、123 番間に 0.6kb、149、150

番間に 0.2kb、301、302 番間に 0.5kb、450、451 番間に 0.9kb、542、543 番間

に 0.6kb、674、675 番間に 1.0kb、779、780 番間に 0.5kb、992、993 番間に

2.5kb、1073、1074 番間に 0.2kb、1148、1149 番間に 2.2kb のイントロンを含む

10 のエキソンで構成されていることが予想され、イントロンの 5´および 3´

末端はスプライシングの GT-AG ルールに従っていた（Breathnach and Chambon 

P, 1981）。また、ネコ p65 は 3´末端近傍にポリアデニル化シグナルを有してい

た。  
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Figure 8. ネコ p65 の cDNA と予想アミノ酸配列  

開始コドンを太線、終止コドンをアスタリスク、イントロンの位置を矢頭で

示し、ポリアデニル化シグナルは黒枠で囲っている。右の数字は cDNA 最初の

塩基を 1 としての塩基番号を示している。このヌクレオチド配列は GenBank に

Accession No. AB930130 として公開されている。   
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ネコ p65 予想アミノ酸配列の他動物との配列相同性  

 ネコ p65 の全長アミノ酸配列を他の動物と比較した（Figure 9）。ネコ p65 は

94.2% [イヌ]、91.1％  [ウシ]、90.3％  [ヒト]、87.5% [マウス] と哺乳類の p65

と非常に高い相同性を示し、54.8％  [カエル]、51.9% [ゼブラフィッシュ] 、

49.2％  [ニワトリ]と他の脊椎動物 p65 とは約 50%のアミノ酸配列が相同性を示

した。相同性比較によってネコ p65 は RHD、NLS、TAD1 および TAD2 を有し

ていることが予想され、RHD が哺乳類間では 97.4-99.2%、他の動物間では

72.1-78.1%、NLS はすべての動物間で 100%、TAD1 および TAD2 が哺乳類間で

は 89.2-96.6%、他の動物間では 19.2-35.3%と、哺乳類間で非常に高い相同性で

保存されていることが分かった。加えて、哺乳類においてリン酸化標的とされ

るセリンおよびトレオニン残基、アセチル化標的とされるリジン残基は、ネコ

p65 でも完全に保存されていた。  

 分子系統樹解析の結果、ネコ p65 は哺乳類 p65 の枝に位置しイヌと進化距離

が近いことが示された(Figure 10)。  
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Figure 9. ネコ（Cat）p65 予想アミノ酸配列  

他のイヌ(Dog; AB930129)、ウシ(Cattle; NP_001073711.1)、ヒト(Human; 

NP_068810.3)、マウス(Mouse; NP_033071.1)、カエル(Frog; NP_001081048.1)、

ゼブラフィッシュ(Zebrafish; NP_001001839.2)およびニワトリ(Chicken; 

NP_990460.1) p65 との相同性を示す。各数字はアミノ酸番号を示している。黒

地白字はアミノ酸配列が 100%一致することを示し、灰地黒字のものは 50%以

上相同であることを示している。RHD、NLS、TAD1 および TAD2 を黒枠で囲

い示している。リン酸化標的セリンおよびトレオニン残基（●）、アセチル化

標的リジン残基（*）をそれぞれの記号で示した。  
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Figure 10. p65 の分子系統樹  

ネコ（Cat）、イヌ（Dog）、ヒト（Human）、ウシ（Cattle）、マウス

（Mouse）、カエル（Frog）、ニワトリ（Chicken）およびゼブラフィッシュ

（Zebrafich）の p65 について GENETYX-win Ver.9.1.0 (GENETYX Corp, Tokyo, 

Japan)を用いて unweighted pair group method with arithmetic mean method により

分子系統樹を作製した。Accession number は Figure 9 に示した。バーおよび 0.1

の数値は進化距離を示している。  
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ネコ組織における p65 mRNA 発現量の比較  

 各組織における p65 mRNA 発現解析は、リアルタイム PCR を用いて行った

(Figure 11)。3 歳オス雑種ネコにおいて p65 mRNA は脂肪組織、骨髄、大脳皮

質、十二指腸、心臓、腎臓、肝臓、膵臓、骨格筋、皮膚、脊髄、脾臓及び胃と

解析した全ての組織で発現が検出された。特に脂肪組織、心臓および骨格筋に

おいて高い発現が認められ、腎臓、肝臓および膵臓において比較的高い発現が

検出された。  

 

Figure 11. ネコ各組織における p65 の発現量  

3 歳オス雑種ネコにおける p65 mRNA 発現量はリアルタイム PCR によって測

定した。p65 mRNA 発現量は、Beta-actin mRNA 発現量に対する比で表されて

いる。  
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ルシフェラーゼアッセイによるネコ p65 の NF-κB 転写活性の解析  

 得られた cDNA が機能的な蛋白をコードし、NF-κB 転写活性能を有している

かをルシフェラーゼアッセイによって解析した。CHO-K1、HEK293 およびネ

コ線維芽細胞にコントロールとネコ p65 を含むタンパク質発現ベクター（mock 

plasmid pcDNA3.1 V5-His B および pcDNA3.1-p65)と、5 つの NF-κB 結合部位を

含む最小プロモーターの制御下にルシフェラーゼコード配列を持つ pGL4.32 

[Luc2P/NF-κB/ Hygro]レポーターベクターを一過性に導入し、そのルシフェラ

ーゼ活性を測定した(Figure.12)。ルシフェラーゼ活性は、すべての細胞におい

て p65 を一過性に発現させることによりコントロールと比較して 100 倍以上に

上昇した。  

  



49 
 

 

 

Figure 12. CHO-K1（a）、HEK293（b）およびネコ線維芽細胞（c）のルシフェ

ラーゼ活性  

すべての細胞には pGL4.32 [Luc2P/NF-κB/Hygro]ベクターが導入されてい

る。mock plasmid pcDNA3.1 V5-His B（mock）および pcDNA3.1-p65（p65）発

現ベクターを一過性に発現させ、発現させたベクターはプラス（＋）で示し

た。ホタルルシフェラーゼ活性はウミシイタケルシフェラーゼ活性によって標

準化した。結果は 5 つのルシフェラーゼアッセイの結果を平均±標準偏差で表

し、同様の結果が 2 つの独立した実験系で得られた。   
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ネコ p65 の炎症性サイトカイン mRNA 発現に与える影響の解析  

 ネコ p65 が炎症性反応に与える影響を解析するために、p65 を一過性に発現

させたネコ線維芽細胞における炎症性サイトカイン（IL-1β、IL-6 および TNF-

α）mRNA 発現量をリアルタイム PCR によって解析した(Figure 13)。p65 を一

過性に発現させることによって、ネコ線維芽細胞におけるすべての炎症性サイ

トカイン mRNA 発現量は 20 倍以上に上昇した。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 13. ネコ線維芽細胞における炎症性サイトカイン（IL-1β、IL-6 および

TNF-α）mRNA 発現量  

各々の細胞には mock plasmid pcDNA3.1 V5-His B（mock）および pcDNA3.1-

p65（p65）発現ベクターを一過性に発現させ、発現させたベクターはプラス

（＋）で示した。それぞれの mRNA 発現量は、Beta-actin mRNA 発現量に対す

る比で表している。結果は 3 つの PCR の結果を平均±標準偏差で表し、同様

の結果が 2 つの独立した実験系で得られた。  
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3.4 考察  

  

 全長 p65 をネコ cDNA ライブラリーからクローニングすることに成功した。

ネコゲノムデータベース（www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST）においてシークエン

スで得たネコ p65 の塩基配列について検索を行った結果、ヒト同様 10 のエキ

ソンと 9 のイントロンで構成され、翻訳エキソンのサイズとイントロンの挿入

位置は哺乳類の間で保存されていることが分かった（Nolan et al., 1991）。ま

た、p65 の予想アミノ酸配列解析の結果、非常に高い相同性で RHD、NLS、

TAD1 および TAD2 が保存されていた（Ghosh and Karin, 2002; Hayden and 

Ghosh, 2008）。さらに、哺乳類において翻訳後修飾を受けると考えられている

アミノ酸残基はすべてネコ p65 にも保存されていた（Perkins, 2006）。これらの

リン酸化およびアセチル化残基は p65 の機能調節において重要な役割を果たし

ていることが予想され、ネコにおいても SIRT1 が NF-κB 機能調節を行ってい

ることが示唆される。  

 ネコ p65 mRNA は測定したすべての組織で発現しており、他の動物同様に生

体において普遍的に発現していると考えられた  (Nolan et al., 1991; Li et al., 

2011)。p65 は特に脂肪組織、心臓および骨格筋において高く発現し、腎臓、肝

臓および膵臓において比較的高い発現が認められた。一方、これまで他の哺乳

類においては、ヒトでは肺と肝臓で、マウスでは肺と脾臓で、ブタでは小腸で

高い発現が見られるというネコとは異なる発現様式を示すことが報告されてい

る（Li et al., 2011)。p65 サブユニットの発現様式の違いは、それぞれの動物種

において炎症が関連する疾病の発症機序や病態および病理形成の違いに影響を

与えているかもしれない。脂肪組織、骨格筋、膵臓および肝臓はインスリン感

受性組織であり、ネコに特徴的な 2 型糖尿病の発症において重要な役割を果た

している（Tilg and Moschen, 2010; O'Brien, 2002）。これらインスリン感受性組

織における p65 の発現が高いことから、p65 による炎症がネコの 2 型糖尿病の

発症に関わっていることが予想される。また、心臓において p65 が高く発現し

ていたが、ヒトにおいては p65 が肥大型心筋症の病理形成において重要な役割
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を果たしていることが報告されている（Kuusisto et al., 2012）。肥大型心筋症は

ネコにおいて最も高い罹患率を示す心疾患であり（Abbott, 2010）、その病態形

成に p65 が関っている可能性がある。さらに、腎臓において p65 が比較的高く

発現していたが、ネコの腎臓における疾病として、慢性腎不全が老齢ネコにお

いて最も多く存在する疾患として知られている。近年、その病態発生機序とし

て炎症と線維化が重要な役割を果たしていることが明らかとなってきており  

(Lawson et al., 2014)、p65 による慢性炎症が深く関わっているかもしれない。

ネコ p65 と疾病の関わりについてはさらなる検討を重ねていくことが必要と考

えられる。  

 NF-κB ホモおよびヘテロ二量体は核移行し、標的遺伝子転写のプロモーター

およびエンハンサー領域のシスエレメント 5´-GGGRNWYYCC-3´(R はいずれ

かのプリン塩基、N はいずれかの塩基、W はアデニンかチミン、Y はいずれか

のピリミジン塩基)で構成される NF-κB 結合部位と呼ばれるシスエレメントに

結合し下流の遺伝子の転写を活性化する（kunsch et al., 1992; Hoffmann et al., 

2006）。今回、上記の NF-κB 結合部位を含んだレポーターベクターとネコ p65

発現ベクターを用いたルシフェラーゼアッセイによって、NF-κB 転写活性を解

析した。他の哺乳類と同様に（Doleschall et al., 2007; Li et al., 2011）、様々な哺

乳類細胞においてネコ p65 を一過性に発現させることにより NF-κB 転写活性

の上昇が確認され、我々がクローニングした p65 cDNA は転写活性能を有する

p65 タンパク質をコードすることが証明された。  

 NF-κB 転写活性によって、多くの自然および適応免疫や、炎症、細胞生存お

よび増殖因子といった下流の標的遺伝子の発現が亢進される（Pahl, 1999）。そ

れらの中でも炎症性サイトカインである IL-1β、IL-6 および TNF-α は炎症環境

を形成するキーファクターであり、癌（Multhoff et al., 2012）や糖尿病（Tilg 

and Moschen, 2010）といった病態に深く関わっている。今回、ネコ p65 を一過

性に発現させた線維芽細胞の炎症性サイトカイン mRNA 発現をリアルタイム

PCR により解析した。結果、ネコ線維芽細胞において、IL-1β、IL-6 および
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TNF-α mRNA 発現がネコ p65 の一過性発現により上昇したことから、p65 は炎

症調節機構において重要な役割を果たしていることが考えられる。  

 以上から、ネコ p65 は他の哺乳類同様に NF-κB 転写活性を有し、炎症性サ

イトカイン発現を亢進することから、炎症に深く関わっていることが分かっ

た。さらに、ネコ p65 は他の哺乳類において翻訳後修飾を受けることが解明さ

れているすべてのアミノ酸残基が保存されていたことから、SIRT1 により調節

されている可能性があり、ネコにおける p65 と SIRT1 の関わりについて詳しく

検討する必要があると考えられる。  
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3.5 小括  

 

 本章では cDNA クローニングによりネコ p65 の完全長 cDNA 塩基配列を決定

した。予想されるアミノ酸配列は哺乳類間で高く保存されており、特に

RHD、NLS、TAD1 および TAD2 といった機能領域において、高く保存されて

いた。また、哺乳類において翻訳後修飾を受けると考えられているアミノ酸残

基はすべてネコ p65 において保存されていた。  

組織 mRNA 発現量解析の結果、ネコ p65 mRNA は様々な組織において普遍

的に発現しており、特に脂肪組織、心臓および骨格筋において高く発現してい

た。ルシフェラーゼレポーターアッセイによって、ネコ p65 cDNA は機能活性

を有するタンパク質をコードすることが証明され、ネコ線維芽細胞において炎

症性サイトカイン mRNA 発現量を増加させることが分かった。  

 以上から、p65 はネコの炎症に深く関わっていることが予想され、さらに翻

訳後修飾を受けると予想されているアミノ酸残基が保存されていたことから、

SIRT1 により調節されていることが考えられる。  
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第 4 章 ネコ線維芽細胞においてサーチュイン 1 が NF-κB 転写活性および炎症性

サイトカイン発現に与える影響  

 

4.1 緒論  

 

 ヒトにおいて肥満や加齢は免疫機能の破綻および慢性炎症へ繋がり、代謝

性・加齢性疾病を惹起する(Hotamisligil, 2006; Franceschi and Campisi, 2014)。肥

満は完全屋内飼育の増加や寿命の延伸により、近年ネコにおいても大きな社会

問題となっている（German. 2006）。Nuclear factor-kappa B (NF-κB)は炎症性サ

イトカインの産生を亢進することにより慢性炎症の形成に関わり、代謝性・加

齢性疾病において重要な役割を果たしている（Barker et al., 2011; Chung et al., 

2009）。第 3 章においてネコにおいて NF-κB サブユニットの一つである p65

が、他の哺乳類と同様に様々な組織で発現し、培養細胞中で NF-κB 転写活性

を有すること、および炎症性サイトカイン発現を亢進することを示した。よっ

て、ネコにおいても NF-κB 機能の調節は代謝性・加齢性疾病の病態解明や、

早期診断・治療法開発のための標的となることが考えられる。  

 サーチュイン 1（SIRT1）は nicotinamide adenine dinucleotide（NAD+）依存性

に広い範囲の細胞応答を調節し、代謝や免疫機構を調節する。その NAD+依存

性活性から、SIRT1 は代謝と加齢に深く関わっている（Imai et al., 2013）。

SIRT1 は多くの基質を有しており、それらの中でも NF-κB を標的とした転写調

節は免疫調節において中心的な役割を果たしている（Kong et al., 2012)。SIRT1

による NF-κB の調節は、p65 を直接脱アセチル化することにより NF-κB 転写

活性を調節するだけでなく（Yeung et al., 2004）、活性化補助因子の脱アセチル

化を介した経路や（Bouras et al., 2005）、脱アセチル化を介さない様々な分子機

構があることが明らかとされ（Ghosh et al., 2007）、多様な経路により調節され

る重要な応答であると考えられている。第 2 章においてネコ SIRT1 が in vivo
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において炎症抑制に関わっている可能性を示したが、 in vitro におけるネコ

SIRT1 と NF-κB の関わりについては不明である。  

 線維芽細胞は細胞外マトリックス(ECM)の産生によって、損傷した組織の結

合およびリモデリングをつかさどる細胞である（Kalluri and Zeisberg, 2006）。

線維芽細胞はさらに IL-1β、IL-6 および TNF-α といったサイトカインやケモカ

インを産生する能力を有しており、炎症反応を誘導し、その程度・期間をコン

トロールしている（Parsonage et al., 2005）。以上から、線維芽細胞は慢性炎症

病態の形成において重要な役割を果たしていると考えられ、治療標的として注

目されている  (Flavell et al., 2008)。しかし、ネコにおいては線維芽細胞の炎症

に関わる役割は、ほとんど明らかにされていない。  

第 4 章ではネコにおける SIRT1 の炎症制御機構および慢性炎症への関わりに

ついて明らかにするために、ネコ線維芽細胞における NF-κB 転写活性および

炎症性サイトカイン産生に SIRT1 が与える影響を解析した。  
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4.2 材料と方法  

 

組織材料と細胞培養  

 子宮組織は 5～8 ヶ月齢の健康な雑種猫から避妊手術の際に摘出された。詳

細な手順は第 3 章の材料と方法に示す（本文 36 ページ）。得られた細胞は、

10%FBS (HyClone Laboratories, Utah, USA)および 1% antibiotic-antimycotic 

solution (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)を含んだ D-MEM (Wako Pure Chemical 

Industries, Ltd., Osaka, Japan)で湿度 95%、5%CO2、37℃の環境下で培養した。

細胞が 70 から 80%コンフルエントになったのち、0.25%トリプシン、1mM 

EDTA (Invitrogen)を用いて 2×106 個 /dish になるように継代した。実験には継代

数 3 から 6 代の細胞を用いた。  

  

哺乳類細胞タンパク発現ベクターの作製  

 ネコ p65 発現ベクターは第 3 章で作製したものを用いた。  

 ネコ SIRT1 は、第 1 章で作成した cDNA ライブラリーを鋳型にし、プライマ

ー1, 2 (Table 5)を用いて翻訳領域を PCR 増幅した。PCR は各プライマーを

0.2μM ずつと、PrimeSTAR GXL DNA Polymerase (Takara, Shiga, Japan)を用いて

30 サイクル 98℃10 秒、60℃15 秒、68℃2 分の条件で行った。続いて

pcDNA3.1/V5-His B (Invitrogen)を Hind III（Takara）および BamH I（Takara）を

用いて制限酵素処理し、線状化したベクターに PCR で得た断片を In-Fusion HD 

cloning kit (Clontech, mountain View, CA, USA)を用いて指示書に従ってサブクロ

ーニングした。クローニングされた発現ベクター（pcDNA3.1-SIRT1）はシー

クエンスを行い、塩基配列を確認した後に実験に使用した。  
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ルシフェラーゼアッセイ 

ネコ線維芽細胞を 2×104 個 /well で 96well プレートに播種し、指示書に従い

lipofectamine 2000（Invitrogen）0.5μl/well を用いて各々のベクター遺伝子を導

入した。導入効率は pEGFP-N1（Clontech）を同時に導入することにより問題

がなことを確認した。それぞれの細胞には mock plasmid pcDNA3.1 V5-His B

（mock） , pcDNA3.1-p65（p65） , pcDNA3.1-SIRT1（SIRT1）発現ベクターを

30ng/well およびレポーターベクターpGL4.32 [Luc2P/NF-κB-RE/Hygro] 

（Promega）を 30ng/well の濃度で導入した。標準化のために pGL4.73 

[hRluc/SV40]（Promega）を 10ng/well の濃度ですべての細胞に導入した。ま

た、p65 を共導入せずに mock および SIRT1 を導入した細胞において、導入 12

時間後に 5μg/ml の lipopolysaccharide（LPS；Escherichia coli 0111:B4, Sigma, St. 

Louis, MO, USA)を用いて刺激培養を行った。ルシフェラーゼアッセイは Dual-

Glo Luciferase Assay System (Promega)を用い、導入または LPS 刺激 48 時間後に

指示書に従って行った。ホタルルシフェラーゼ活性はウミシイタケルシフェラ

ーゼ活性により標準化した。  
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リアルタイム PCR 

 ネコ線維芽細胞を 1×105 個 /well で 12-well プレートに播種し、 lipofectamine 

2000 4.0μl を用いて 4μg/well となるようにそれぞれのベクター(mock plasmid 

pcDNA3.1 V5-His B, pcDNA3.1-p65, pcDNA3.1-SIRT1)を導入した。導入効率は

pEGFP-N1（Clontech）を同時に導入することにより問題がないことを確認し

た。また、p65 を共導入せずに mock および SIRT1 を導入した細胞において、

導入 12 時間後に 5μg/ml の LPS（Sigma)を用いて刺激培養を行った。導入また

は刺激 48 時間後に Total RNA を TriPure Isolation Regent (Boehringer, Mannheim, 

Germany)を用いて指示書に従って抽出し、RNA の量を測定した。その後、

Total RNA （1μg）を QuantiTect Reverse Transcription Kit （Quiagen, Hilden, 

Germany）を用いて逆転写した。リアルタイム PCR は Perfect Real Time SYBR 

Premix Ex Taq II (Takara)を用いて、ABI 7300 Real Time PCR Sequence Detection 

System (Applied Biosystems, Foster City, CA)で 2μl のサンプル cDNA、0.8μl のそ

れぞれのプライマー、10μl の SYBR Premix Ex Taq II、0.4μl の ROX Reference 

Dye および 6.0μl の滅菌水を含む反応液を 95℃30 秒加熱の後、95℃5 秒、60℃

35 秒、40 サイクル行い、測定した。プライマー3、4 を Beta-actin に、プライ

マー5、6 を IL-1β に、プライマー7、8 を IL-6 に、プライマー9、10 を TNF-α

測定用に設計した。定量はそれぞれの遺伝子断片を含んだプラスミドを段階希

釈したものを使い、検量線を作製し算出した。  
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Table 5. PCR に用いたプライマー  

Primer Kind Sequence (5’-3’) Position Accession Number 

SIRT1 

   

AB930130 

1 Sense CTGGCTAGTTAAGCTAGCAGAGGAGGCGAGGGA 21 – 38  

2 Antisense CTGGACTAGTGGATCCTGGACAACTATTACATTATG 2321 – 2299  

Beta-actin   AB051104.1 

3 Sense GCCAACCGTGAGAAGATGACT 152 – 172  

4 Antisense CCCAGAGTCCATGACAATACCAG 280 – 257  

IL-1β 

  

 NM_001077414.1 

5 Sense TGGCACCAGTACCTGAACTC 46 – 65  

6 Antisense GCAACTGGATGCCCTCATCT 195 – 175  

IL-6    NM_001009211.1 

7 Sense GGCTACTGCTTTCCCTACCC 69 – 88  

8 Antisense TTTTCTGCCAGTGCCTCTTT 259 – 240  

TNF-α    NM_001009835.1 

9 Sense CCACACTCTTCTGCCTGCT 134 – 152  

10 Antisense GAGTTGCCCTTCAGCTTCGG 305 – 287  
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4.3 結果  

 

ルシフェラーゼアッセイによる解析 

 SIRT1 による NF-κB 転写活性に与える影響を解析するために、ネコ線維芽細

胞において NF-κB ルシフェラーゼ活性を測定した。線維芽細胞に p65 と SIRT1

発現ベクターを共導入した結果、mock プラスミドと共導入した結果と比較し

て NF-κB ルシフェラーゼ活性は約 50%に抑制された。また、LPS 刺激によっ

て NF-κB ルシフェラーゼ活性が上昇したが、SIRT1 発現ベクターを導入した細

胞では、mock プラスミドを導入した細胞と比べて LPS 刺激による NF-κB ルシ

フェラーゼ活性の上昇は、約 50％に抑制された。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 14. ネコ線維芽細胞における NF-κB ルシフェラーゼ活性  

すべての細胞には pGL4.32 [Luc2P/NF-κB/Hygro]ベクターが導入されてい

る。（a）は p65 を共導入した結果、（b）は LPS により刺激した結果を示す。

各々の細胞には mock plasmid pcDNA3.1 V5-His B（mock）、pcDNA3.1-p65

（p65）および pcDNA3.1-SIRT1（SIRT1）を一過性に発現させ、発現させたベ

クターおよび LPS で刺激培養した結果はプラス（＋）で示した。ホタルルシフ

ェラーゼ活性はウミシイタケルシフェラーゼ活性で標準化した。結果は 3 つの

ルシフェラーゼアッセイの結果を平均±標準偏差で表し、同様の結果が 2 つの

独立した実験系で得られた。  
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リアルタイム PCR による解析  

 ネコ p65 による炎症性サイトカイン発現上昇に与える SIRT1 の影響を解析す

るために、ネコ線維芽細胞においてリアルタイム PCR により炎症性サイトカ

イン mRNA 発現量解析を行った。線維芽細胞に p65 と SIRT1 発現ベクターを

共導入した結果、mock プラスミドと共導入した結果と比較してすべての炎症

性サイトカイン mRNA 発現が 50%以下に抑制された。また、LPS 刺激によっ

て炎症性サイトカイン mRNA 発現が上昇したが、SIRT1 発現ベクターを導入し

た細胞では、mock プラスミドを導入した細胞と比べて LPS 刺激による炎症性

サイトカイン mRNA 発現の上昇は 50%以下に抑制された。  

 

  



63 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 15. ネコ線維芽細胞における炎症性サイトカイン（IL-1β､IL-6､TNF-α) 

mRNA 発現量  

（a）は p65 を共導入した結果、（b）は LPS により刺激した結果を示す。

各々の細胞には mock plasmid pcDNA3.1 V5-His B（mock）、pcDNA3.1-p65

（p65）および pcDNA3.1-SIRT1（SIRT1）を一過性に発現させ、発現させたベ

クターおよび LPS で刺激培養した結果はプラス（＋）で示した。それぞれの

mRNA 発現量は、Beta-actin mRNA 発現量に対する比で表している。結果は 3

つの PCR の結果を平均±標準偏差で表し、同様の結果が 2 つの独立した実験

系で得られた。   
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4.4 考察  

 

 SIRT1 を遺伝子導入したネコ線維芽細胞において、p65 を共導入または細胞

を LPS 刺激することにより炎症を誘導し、SIRT1 の NF-κB 転写活性および炎

症性サイトカイン mRNA 発現に与える影響について解析した。LPS はグラム

陰性菌の細胞外壁を構成する分子で、強力なエンドトキシン作用や免疫応答誘

導作用を有しており、NF-κB を介した炎症モデル実験において頻繁に使用され

る  (Burke et al., 2010)。子宮線維芽細胞はヒトおよびネコにおいて LPS のレセ

プターである Toll-like receptor 4 を発現しており、LPS に応答して様々な炎症

性サイトカインを産生することが報告されている(Fukuyama et al., 2012; Jursza 

et al., 2014)。以上から、LPS を今回の実験において炎症誘導のために用いた。  

SIRT1 は p65 アミノ酸配列中の 310 番目リジン残基を脱アセチル化し、NF-

κB の転写活性を低下させる  (Yeung et al., 2004)。その後の研究で、SIRT1 によ

る NF-κB 転写調節は脱アセチル化活性のみならず、様々な分子機構により制

御されていることが明らかとなり、その相互作用はヒトやマウスにおいて研究

されている（Bouras et al., 2005; Ghosh et al., 2007）。その分子機構の解明と並行

して、臨床医学においても SIRT1 と NF-κB の連関は自己免疫性疾患や慢性炎

症に対する治療標的として研究されている（Kong et al., 2012）。今回、ネコ線

維芽細胞において、p65 による NF-κB 転写活性の上昇が SIRT1 を共導入するこ

とにより抑制された。また、LPS 刺激によって NF-κB 転写活性が上昇したが、

ネコ SIRT1 を導入することによって転写活性の上昇が抑制された。NF-κB 転写

活性の上昇は、様々な細胞内応答を引き起こし、炎症やアポトーシスといった

応答を惹起する（Li and Verma, 2002; Sen, 2006）。ヒト細胞においては、SIRT1

は TNF-α が惹起する NF-κB 転写活性を抑制し、細胞をアポトーシスから保護

する（Wang et al, 2013）。さらに、いくつかのマウス疾患モデルにおいて、

SIRT1 により NF-κB 活性を抑制することで細胞を保護し、症状を軽減すること

が示されている（Lee et al., 2009; Nimmagadda et al., 2013）。以上から、ネコに
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おいても NF-κB による細胞や生体に対する負の影響に対して、SIRT1 が保護的

に働くことが示唆される。  

 炎症性サイトカインは NF-κB によって転写が活性化される主要な因子で、

産生された炎症性サイトカインがそれらの受容体を介して NF-κB 活性をさら

に高めることから、NF-κB と炎症性サイトカインは炎症性病態において中心的

な役割を果たしている（Baker et al., 2011）。今回、ネコ線維芽細胞において、

p65 による炎症性サイトカイン（IL-1β､IL-6 および TNF-α）mRNA 発現の上昇

が SIRT1 を共導入することにより抑制された。また、LPS 刺激によって炎症性

サイトカイン mRNA 発現が上昇したが、ネコ SIRT1 を導入することによって

発現の上昇が抑制された。ヒト線維芽細胞では、今回の結果と同様に SIRT1 の

過剰発現や SIRT1 活性化物質であるレスベラトロール処置によって、p65 導入

や LPS 刺激による炎症性サイトカイン発現の上昇が抑制されることが報告され

ている（Wang et al, 2013; Park et al., 2013）。炎症性サイトカインは慢性炎症部

位においても高い発現が認められることが知られているが（Gabay, 2006; Popa 

et al., 2007）、近年、この慢性炎症部位における炎症性サイトカイン産生の中心

を担っているのが線維芽細胞であることが明らかとなってきた（Flavell et al., 

2008）。また、線維芽細胞における LPS の応答は血液循環を介して全身に波及

し、他の組織においても炎症性サイトカインのレベルを上昇させることから、

慢性炎症を形成するうえで LPS もまた、重要な役割を果たしている（Quin et 

al, 2007; Flavell et al., 2008)。よって、ネコ SIRT1 が線維芽細胞における炎症性

サイトカインの発現を抑制した今回の結果は、SIRT1 がネコの慢性炎症性疾病

に対して有用な標的となる可能性を示唆している。ネコ SIRT1 が NF-κB 転写

活性を抑制する詳細な分子機構や、慢性炎症における SIRT1 の働きについて更

なる検討を重ねることで、ネコ代謝性・加齢性疾病の病態解明および治療法開

発に繋がると考察される。  
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4.5 小括  

 

 本章では、ネコ線維芽細胞において SIRT1 を一過性に発現させることにより

NF-κB 転写活性を抑制し、炎症性サイトカイン発現量を低下させることを明ら

かとした。  

 以上から、ネコ SIRT1 は線維芽細胞において NF-κB が活性化する炎症応答

を抑制することが示され、慢性炎症による障害からの保護に関わっていると考

えられる。  
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総括 

 

 本研究は、ネコにおける代謝性・加齢性疾病の病態解明および早期発見・治

療法開発のために、ネコサーチュインの機能、特に Nuclear factor kappa B

（NF-κB）と関わる炎症抑制作用を明らかとすることを目的として、一連の実

験を行った。  

 第 1 章では、ネコサーチュインについて基礎的知見を得るための実験を行っ

た。cDNA クローニングによりネコサーチュイン 1（SIRT1）およびサーチュイ

ン 3（SIRT3）の完全長 cDNA 配列を明らかとし、他動物の SIRT1 および

SIRT3 と相同性解析を行った結果、ネコ SIRT1 および SIRT3 は高い相同性を示

し、特に Sir2 ファミリーに共通して存在する機能部位である触媒コア領域にお

いて高い相同性を示した。加えて、他の動物と同様にネコ SIRT1 および SIRT3

のコア領域はジンクフィンガーと NAD+結合領域を有していたことから、ネコ

SIRT1 および SIRT3 が他の動物と同様の機能を有していることが示唆される。

組織 Total RNA を用いて行ったリアルタイム PCR の結果、ネコ SIRT1 および

SIRT3 mRNA も他の哺乳類と同様に様々な組織で発現が認められた。以上か

ら、ネコ SIRT1 および SIRT3 は他の動物と同様に様々な生理活性を有すること

が予想される。さらに、ネコ SIRT1 は肝臓と骨格筋、SIRT3 は心臓といった代

謝性・加齢性疾病に関わる組織で特に高く発現しており、ネコ SIRT1 および

SIRT3 が代謝性・加齢性疾病に深く関わっていることが予想され、その分子機

構および疾病との関わりについて詳しく検討する必要があると考えられる。  

 第 2 章では、サーチュインの代謝性・加齢性疾病における働きを in vivo で

検討するために、高脂肪食給与によって肥満させたネコを用いて解析を行っ

た。高脂肪食給与 8 週間という比較的短い期間であったため、栄養代謝測定値

や臨床症状に異常は認められなかったが、肝臓での炎症を反映する肝逸脱酵素

の測定値が有意に上昇していた。この結果から、ネコにおける脂肪毒性が肝臓

における炎症から始まることが考えられる。炎症部位において産生された炎症

性サイトカインは末梢血白血球に作用し炎症性サイトカイン mRNA 発現量を
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上昇させることが知られているが、本実験では測定したすべての炎症性サイト

カインで、高脂肪食給与前後で変化は認められなかった。一方で、末梢血白血

球における SIRT1 mRNA 発現量が有意に上昇していた。サーチュインの発現は

栄養状態によって調節されていることが知られており、高脂肪食給与により減

少すると考えていたが、予想に反して SIRT1 の mRNA 発現量は上昇してい

た。マウスでは末梢血白血球において炎症性の刺激に対するフィードバック機

構として SIRT1 の発現が上昇することが報告されており、今回 SIRT1 発現が上

昇したのは、炎症性の刺激に SIRT1 が応答した結果であることが考察される。

以上から、ネコサーチュイン、特に SIRT1 と代謝性・加齢性疾病との関わりに

おいて、炎症抑制機構が重要な役割を果たしていることが考えられる。  

ヒトやマウスでは、SIRT1 による炎症抑制機構において NF-κB 転写活性の調

節が中心的な役割を果たしていると報告されていることから、SIRT1 と NF-κB

の連関について詳細に検討する必要があると考えられる。しかし、ネコ NF-κB

に関する知見はほとんど報告されていない。そこで第 3 章では、最も重要な

NF-κB のサブユニットで、ヒトやマウスにおいて SIRT1 との連関が報告されて

いる p65 について、ネコにおける基礎的知見を得るための実験を行った。

cDNA クローニングによりネコ p65 の完全長 cDNA 配列を明らかにし、他の哺

乳類と相同性解析を行った結果、ネコ p65 は高い相同性を示し、特に RHD、

NLS、TAD1 および TAD2 といった機能的ドメインにおいて非常に高い相同性

を示した。また、哺乳類において翻訳後修飾を受けると考えられているアミノ

酸残基は、すべてネコ p65 において保存されていたことから、ネコ p65 も

SIRT1 による調節を受けることが予想される。組織 mRNA 発現量解析の結果、

ネコ p65 mRNA は様々な組織において普遍的に発現しており、特に脂肪組織、

心臓および骨格筋において高く発現し、腎臓、肝臓および膵臓において比較的

高い発現が認められた。これらの組織はネコにおける主要な代謝性・加齢性疾

病である 2 型糖尿病、肥大型心筋症および慢性腎不全に関わる組織であり、そ

の病態形成に p65 が関わっている可能性が示唆される。さらに、ルシフェラー

ゼレポーターアッセイによってネコ p65 cDNA は NF-κB 転写活性を有する p65
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タンパク質をコードすること、およびリアルタイム PCR によってネコ線維芽

細胞において炎症性サイトカイン発現量を増加させることが分かった。以上か

ら、p65 はネコの炎症に深く関わっていることが明らかになり、その調節に

SIRT1 が関わっていることが予想される。  

 SIRT1 の NF-κB を介した代謝性・加齢性疾病への関わりとして、慢性炎症が

重要な役割を果たしていると考えられている。慢性炎症は、内因性・外因性ス

トレスへの応答が持続することで、多様な間質細胞の相互作用が遷延化し、適

応の破綻により不可逆的な組織リモデリングを生じて機能不全をもたらす。線

維芽細胞は、損傷治癒に関わる主要な細胞であるが、炎症性サイトカインを産

生する能力も有しており、炎症反応の誘導やその程度・期間をコントロールす

ることから、慢性炎症病態の形成において重要な役割を果たしていると考えら

れている。第 4 章では、ネコにおける SIRT1 の炎症制御機構および慢性炎症へ

の関わりについて明らかにするために、ネコ線維芽細胞における SIRT1 と NF-

κB の連関について解析を行った。結果、ネコ線維芽細胞において SIRT1 を一

過性に発現させることにより p65 および LPS による NF-κB 転写活性が抑制さ

れ、炎症性サイトカイン発現量の上昇が抑制された。よって、ネコ SIRT1 は線

維芽細胞において NF-κB が活性化する炎症応答を抑制することが示され、慢

性炎症を抑制することが考えられる。  

 

PubMed において“サーチュイン（Sirtuins）”を検索すると現在 4000 以上の

論文が検索され、その数は年々増加している。代謝性・加齢性疾病をつかさど

るキーファクターとして、その機能は生化学、生理学および臨床医学において

大きな注目を集めているが、獣医学領域におけるその知見は非常に少ない。一

方、獣医療においても代謝性・加齢性疾病は近年大きな問題となってきてお

り、その早期診断・予防法の確立は獣医療の急務の課題と考えられる。本研究

により、ネコ SIRT1 の NF-κB を介した炎症抑制機能が示され、代謝性・加齢

性疾病の基礎病態となる脂肪毒性に随伴する慢性炎症とネコサーチュインの連

関が示唆された。その詳細な分子機構の解明のためには研究を継続していく必
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要があると考えられる。一方で、本研究を基盤としてサーチュインの各種疾病

診断におけるバイオマーカー候補としての活用や、レスベラトロールといった

サーチュインを標的とした分子の予防・治療薬としての応用といった臨床応用

に繋がっていくことが期待される。本研究の成果が、ネコにおける代謝性・加

齢性疾病の病態解明および早期発見・治療法開発に少しでも寄与することを期

待する。  
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Summary 

 

A quick PubMed search for articles containing the keyword “Sirtuins” 

generates more than 4,000 papers, and the number has rapidly increased in recent 

years. The role of sirtuin biochemistry, physiology and clinical medicine has 

been noticed as a key factor for metabolic and age-related diseases. However, 

there is little information about sirtuins in veterinary field. On the other hand, 

increasing in metabolic and age-related diseases is also a major problem in 

veterinary medicine in recent years, and development of the early diagnosis and 

prevention method for the above diseases is urgent subject for veterinary 

medicine. The aim of this study was to reveal the molecular mechanisms of 

sirtuins in inflammation of animal tissues. 

 

1. Mammalian sirtuins have been identified as homologs of the yeast silent 

information regulator 2 (Sir2), which included seven mammalian sirtuins in the 

family and each has different target proteins. Most tellingly, SIRT1 and SIRT3 

are induced by calorie restriction (CR) in many tissues, and revealed that they 

are involved prevention of metabolic and age-related disease via various 

physiological effects in human and mouse. However, very little information is 

available on cat SIRT1 and SIRT3. Therefore, we considered it is necessary to 

obtain the basic knowledge of cats SIRT1 and SIRT3, we determined the cDNA 

sequences, predicted the amino acid sequence,  compared with Sirtuins of other 

species, and examined the SIRT1 and SIRT3 mRNA expression in several tissues. 

We successfully cloned the cat SIRT1 and SIRT3 cDNAs. Cat SIRT1 and SIRT3 

showed high sequence homology with other vertebrate SIRT1 (>61.3%) and 

SIRT3 (>65.9%). Cat SIRT1 and SIRT3 were highly conserved, and it showed 

especially high homology in the catalytic core domain, functional sites with Sir2 

family. This core domain included the motifs which are known to be involved in 
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zinc fingers, and NAD+ binding sites. SIRT1 and SIRT3 were genetically 

conserved in the phylogenetic tree, and may have functions similar to those of 

other animals. The result of real time PCR using tissue total RNA, cat SIRT1 and 

SIRT3 mRNA was expressed in various tissues similar to other animals, and high 

expression were observed in the liver and skeletal muscle for SIRT1 and in the 

heart for SIRT3. From the above, cat SIRT1 and SIRT3 is expected to have 

various physiological activities as well as other animals, and it was thought to 

be necessary to examine detail functional and relationship with disease.  

 

2. Recently, prevalence of obesity has increased in cats, and it is revealed that 

lipotoxicity is fundamental pathogenesis of various diseases, including diabetes 

mellitus (DM). SIRT1 and SIRT3 have been considered to play important role in 

mediation of obesity molecular mechanisms. However, very little information is 

available on mechanism of lipotoxicity, especially the role of sirtuins via 

inflammation in cats. So we conducted feeding a HFD for 8 weeks to cats, and 

investigated inflammatory makers, inflammatory cytokine and SIRT1 and SIRT3 

expression in peripheral leukocyte. After 8 week HFD feeding, despite weight 

was significantly increased, the value of other metabolic markers did not change. 

On the other hand, HFD caused significant increases in hepatocellular injury 

markers, ALT, ALP and AST activity. Although peripheral leukocyte 

inflammatory cytokine mRNA expression levels did not increase, SIRT1 mRNA 

expression significantly increased in obese cats. From the above, although 

inflammation is occurred in the liver by lipotoxicity, it is predicted that 

inflammatory signal of peripheral leukocyte is suppress by SIRT1. We consider 

that SIRT1 suppress the inflammation and the onset of metabolic and age-related 

diseases. 

 

3. It is reported that regulation of nuclear factor kappa B (NF-κB) is central role 
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by the anti-inflammatory function of SIRT1. Post translational modification of 

p65 subunit of NF-κB (p65) is the main route of regulation of NF-κB 

transcriptional activity by SIRT1. NF-κB contributes to various diseases through 

chronic inflammation and autoimmunity by activating pro-inflammatory 

cytokine production. In particular, NF-κB forms an etiological mechanism 

linking metabolic and age-related diseases. As described above, studies on cat 

p65 would be important in understanding the various diseases, and clinical 

pathology research targeting cat p65 has been reported. However, very little 

information is available about cat p65. Therefore, we considered it is necessary 

to obtain the basic knowledge of cat p65, we cloned cat p65, examined mRNA 

expression level in various tissue and examined influence to NF-κB 

transcriptional activity and pro-inflammatory cytokine gene expression. Cat p65 

was successfully cloned from a cat cDNA library. The deduced amino acid 

sequence was highly conserved in mammal p65 (>87.5%), in particular 

functional domains were conserved very well. The amino acid residues, which 

undergo post-translational modifications in mammals, were completely 

conserved. The cat p65 mRNAs were expressed in all examined tissues, similar 

to other animals. In particular, high expression levels of cat p65 were observed 

in adipose tissue, heart and skeletal muscle. Transiently expressed cat p65 

significantly up-regulated NF-κB transcriptional activity and pro-inflammatory 

cytokine expression. Therefore, cat p65 may have important roles in regulating 

inflammation, and we expect that cat SIRT1 related to the inflammation by p65. 

 

4. In the development mechanism of metabolic and age-related diseases through 

the NF-κB via SIRT1, it has believed that chronic inflammation plays an 

important role. Chronic inflammation, which occur persistent low level of 

physiological inflammation by the response to the endogenous-exogenous stress, 

caused dysfunction of irreversible organ by tissue remodeling. Fibroblasts are 
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responsible for the synthesis and remodeling of extracellular matrix in tissues 

and production of cytokines and chemokines. Therefore, they modify the quality, 

quantity and duration of the inflammatory infiltrate during the induction of 

inflammatory responses, and play important role in chronic inflammation. 

Although the SIRT1 ability of regulating inflammation through NF-κB and 

activity in fibroblast is important in various diseases, there is little information 

in cats. Therefore, we analyzed the effect of NF-κB transcriptional activity and 

inflammatory cytokine production by SIRT1 in cat fibroblast cells. Transiently 

expression of SIRT1 suppressed the NF-κB transcriptional activity and pro-

inflammatory cytokine expression levels by cat p65 and LPS in cat fibroblast. 

Therefore, SIRT1 inhibit the NF-κB signals and suppress the inflammation in cat 

fibroblast cells, and suppress chronic inflammation. 

 

In conclusion, cat SIRT1 has anti-inflammatory function via NF-κB 

plays important roles in chronic inflammation induced by lipotoxicity underlying 

metabolic and age-related diseases. Elucidation of the detailed molecular 

mechanisms and clinical applications is necessary by continue research. On the 

other hand, we expect that it will lead to the clinical application, such as the 

utilization of sirtuins as a biomarker candidate in various diseases diagnosis, and 

a medicine targeting sirtuins such as resveratrol for the prevention and treatment 

as a foundation of this study. We expect that the result of this study contribute 

even a little to the clarification of pathogenesis and early detection and treatment 

development of metabolic and age-related diseases in cats. 
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