
〈研究の目的と進め方〉
我々はこれまで細胞内の代謝全体をコンピュータシミ

ュレーションすることを究極的な目的に据えてE-CELLプ
ロジェクトを発足、推進してきた。本研究では大腸菌の
代謝に焦点を絞り、代謝物質の定量的なデータを自前で
包括的に取得すると共に、大腸菌の具体的な代謝データ
に基づいた大腸菌代謝のシミュレーションモデル（プロ
トタイプ）をE-CELL上に構築することを目的とした。ま
ず、大腸菌の代謝物質の網羅的な解析（メタボローム解
析）による代謝物質の同定と定量、未知遺伝子産物を含
めた代謝を担う酵素群の特定、及び、これらの代謝物質
の流速分布などの実験データを取得する。これと並行す
る形でバイオインフォマティックスを駆使して、ゲノム
データから代謝径路の予測をするソフトウエアを作り上
げると共に、ハイブリッドアルゴリズムを用いたシミュ
レーション環境の整備をはかる。最終的にこれらを統合
する形で、実験データに根ざした大腸菌のシミュレーシ
ョンモデルを完成させることを目的にした。

〈研究開始時の研究計画〉
研究開始当初もメタボローム解析に基づいた大腸菌の

代謝システムを構築することを目的に据えていた。この
ため、大腸菌の代謝物質の網羅的な解析（CE-MSシステ
ムによるメタボローム解析）による代謝物質の同定と定
量、未知遺伝子産物を含めた代謝を担う酵素群の特定、
及び、これらの代謝物質の流速分布などの実験データを
取得する。また、コンピュータを駆使して、ゲノムデー
タから代謝径路の予測をするソフトウエアを作り上げる
と共に、ハイブリッドアルゴリズムを用いたシミュレー
ション環境の整備をはかり、実験データに根ざした大腸
菌のシミュレーションモデルの完成を目指した。

〈研究期間の成果〉
（I）メタボローム解析の成果
1．メタノールを用いて瞬時に酵素を失活させ、微生物、

植物、動物細胞から存在する代謝物質を網羅的に抽出
するそれぞれの方法を開発した。この技術により、大
腸菌、枯草菌、イネ、藍藻、赤血球、動物培養等の細
胞中の代謝産物の抽出を可能にした(論文1)。

2．キャピラリー電気泳動－質量分析計（CE-MS）法を
用いて、3種類の分析条件で、陽イオン性、陰イオン性
代謝物質およびヌクレオチド類を一斉に測定、定量す
る方法を確立した。この方法により1細胞内に2万分子
以上（約10-21 mol）存在する代謝物の測定が可能にな
り、枯草菌から約1700種類の代謝物質を検出した。ま
た、イネの葉中の88成分の主要代謝物質の24時間の代
謝物質の動的な濃度変化をモニターした(論文1)。

3．キャピラリー電気泳動－タンデム質量分析法（CE
-MS/MS）、－飛行時間質量分析法（CE-TOF-MS）、－
イオントラップ質量分析法（CE-ITMS）を開発した(論
文9)。

4．開発した３種類のキャピラリー電気泳動－質量分析法
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を用いて標準物質のMSスペクトルを測定し、それらを
収集したスペクトルデータベースを構築した（さらに
データを蓄積する必要あり）。

5．人工知能技術Artificial Neural Networkを用いて、
化合物の構造式からCEの泳動時間を推定する方法を開
発した。このソフトウエアを用いることで、CE-MSに
よる代謝物質の分析結果を自動的に判断し、物質毎に
分類、定量していくことが可能になった(論文13)。

6．大腸菌の組換え体蛋白質を用いた試験管内酵素反応系
の確立とこの系を用いた代謝物質の変動解析を行なっ
た。特に、解糖系を中心に主たる代謝酵素の組換え体
蛋白質の産生、精製および試験管内反応系の構築を行
い。各酵素のKm値、Vmax値などをはじめとしたキネ
ティクパラメータの取得を行なった。さらに複数の酵
素を用いて、その代謝物質の変動を時系列でCE-MSに
て解析することにより、“In vitro解糖系”の開発にも
成功した(論文10)。

（II）細胞シミュレーションの成果
1. ミュレーションのプラットフォームとなるE-CELLの



環境を整えた(論文2-5、7)。
2. 大規模モデル化のために各種のデータベースを参照し

ながら基本的なモデルを自動生成するGEMシステム
や、システムバイオロジーにおける複雑なオミクッス
データをその代謝経路において可視化できるツールを
開発した(論文6、12)。

3. ハイブリッドアルゴリズムを用いた大規模な代謝シミ
ュレーション解析法を考案した(論文11)。

4. 上記のGEMシステム並びに公共のデータベースによる
既知情報、試験管内で取得した酵素のキネティクス等
を用いて、190反応(153反応、212代謝物質)からなる代
謝大規模モデルのプロトタイプをE-CELL上に構築し
た。このモデルに含まれる代謝経路は解糖系、TCA回
路、電子伝達系、ペントースリン酸回路、プリン・ピ
リミジン生合成系などであり、基本的な代謝経路は構
築できた(論文8、モデルは発表準備中)。
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〈国内外での成果の位置づけ〉
本研究のように、網羅的に細菌内の代謝物質の動態を

解明して、それを基軸にコンピュータシミュレーション
をしていくというプロジェクトは国内において、知る限
り、我々のグループのみがこれを推進する状況にある。
これは世界的に見ても先端的な位置にいると云うことが
出来る。しかしながら、最近では欧米を中心に細胞シミ
ュレーションの重要性が認知されて来た。特に、米国エ
ネルギー省や米国国立衛生研究所（NIH）、カナダの大学
のグループなどが各々に細胞モデリングのプロジェクト
を立ち上げている。

メタボロームに関しては、代謝物質解析に関するハー
ドウエア、ソフトウエアの両面において、当研究機関は
世界をリードしていく状況にある。また、第一回の国際
メタボローム会議を2005年初夏に山形県鶴岡市の先端生
命科学研究所で開催し、日本国内のみならず、世界的な
規模で啓蒙や教育、研究活動に従事した。

〈達成できなかったこと、予想外の困難、その理由〉
代謝物質の分析時に検出されたピークを特定するため

には標準物質の測定が必須になる。研究開始当初は市販
の化学物質を利用すれば大腸菌における主要なメタボラ
イトは同定できるものと判断していた。これまで、我々
は市販の化学物質を約1,500種類購入し、そのうちの半分
までのピークの同定を終えている。しかし、大腸菌など
の生体材料を用いた場合は市販されていない、あるいは
これまで知られていないような多数の標準物質が必要に
なることが、我々の研究より明らかとなってきた。大腸
菌サンプルに関しては、2004年の初めの段階で、約260ピ
ークの同定が可能になったばかりである。そこで、同年
の後半より、標準物質ばかりでなく、CE-MS/MSやCE-
TOF/MSによる構造解析システムを活用して未知ピーク
の同定についても研究を進めることになった。

〈今後の課題〉
1) 機能未知酵素の機能同定については、分析時に大腸菌

代謝物質の未知ピークが現在でも数多くある状態なの
で、任意の酵素による変動を追跡していくに及ばず、
当初考えていたよりもその進展が遅れている。

2) また、CE/MS解析時の標準物質に関しても、生体内で
半減期が短いものや、不安定な物質に関しては、その
同定を困難にしている。
これらは、今後の重要課題である。
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４）その他顕著なもの
以上の成果が評価されて、米国IBM本社から Shared
University Research (SUR) Award (2003年11月)を受賞
した。また、メタボローム解析技術については2003年7

月に第17回先端科学技術大賞（日本工業新聞社賞）を
受賞し、これらの技術をもとにベンチャー企業（ヒュ
ーマン・メタボローム・テクノロジー社）を設立した。
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