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〈研究の目的と進め方〉
我々は今まで、様々な微生物の代謝ネットワークシス

テムをin vivoあるいはオンラインで解析するための手法
を開発し、バイオリアクターを利用して、工業的に有用
な代謝産物あるいは遺伝子産物を効率的に生産するため
の研究を行なってきた。特に、細胞を生きたままで、丸
ごと解析するために、生物の代謝システム解析とモデル
化に関する研究を行ってきた。本プロジェクトでは、炭
素同位体を利用した培養実験、およびNMRやGC-MSを利
用して測定した細胞内同位体分布から、細胞内代謝流束
分布を求め、これが、培養環境（溶存酸素濃度や炭素源）
の変化や遺伝子の変異によって、どのように変化するか
を求め，さらに、遺伝子発現、タンパク質発現、酵素活
性、細胞内代謝物濃度と合わせて統合的に解析すること
によって、代謝調節制御機構を定量的に解析し，細胞の
代謝システム全体のモデル化を行なおうとするものであ
る｡

〈研究開始時の研究計画〉
(1) Corynebacteriumを用いたアミノ酸(リシン)発酵につ

いて、先に開発した酵素反応モデルをもとに、代謝
制御解析を行い、律速となる代謝経路を明らかにし、
この経路の酵素活性を増幅させるため、遺伝子操作
を行い培養実験を行ってリシンの生産を実際に向上
できることを実験的に検証する。上記アミノ酸発酵
システムについて、混合整数線形計画法を利用して、
最適代謝制御構造の検討を行う。すなわち、代謝物
と遺伝子との相互作用に関して、理論的検討を行う。

(2) 物質収支のみを利用した通常の方法では、リサイク
ルを含んだり、分岐して合流する代謝経路について
は、流束分布を求めることができない。そこで本研
究では、ラン藻Synechocystisの代謝経路解析に関し
て、同位体を用いた培養実験を行ない，1H-13CNMR
およびGC-MSを用いた実験データの解析について検
討し、原子写像行列を利用して細胞代謝流束分布が、
培養環境（光強度、CO2濃度、グルコース濃度）によ
ってどのように変化するかを求め、エネルギー代謝
についても検討する。

(3) 同位体を利用した代謝流束分布解析について、統計
解析を行ない，求めた流束の信頼限界を検討する｡

(4) 遺伝子組換え大腸菌によるPHB生産のための代謝ネ
ットワーク解析を行なう｡

〈研究期間の成果〉
(1) Corynebacterium glutamicumによるアミノ酸（リジン）

発酵ついて、細胞内の代謝物,NADPH,ATP濃度や酵素
活性等を測定し、ＴＣＡ回路のオキザロ酢酸からリ
シンまでの代謝反応をモデル化し、代謝制御解析

（MCA）を行った。その結果、培養の中期で、
aspartkinaseの活性が，また、後期では，permeaseの
活性が律速になっていることがわかった。このこと
を検証するために，それぞれ、aspartokinaseと、比較

のためにdihydrodipicolinateの活性を高めた遺伝子組
換え菌を作成し，前者の組換え菌では、確かにリジ
ンの生産性が向上することを確かめた。

(2) 基質であるグルコースの炭素原子の一部を13Cで標識
し，シアノバクテリア細胞を用いたバイオリアクタ
ー実験を行なった。培養途中で採取した細胞内アミ
ノ酸の同位体分布をNMRおよびGC-MSを利用して求
め，細胞内代謝流束分布が、培養環境（光の照射や
CO2濃度）によって、どのように変化するかを求め
た｡その結果、単位グルコース消費当り（モルベース
で）カルビン回路でのＣＯ２の固定は211.4% になる
ことや、Ppc（PEPカルボキシラーゼ）によるＣＯ２
の固定は73.4%であり、これは固定したＣＯ２の約
25％であることなどがわかった。また、ＴＣＡ回路
から解糖系への糖新生経路の流束は84.6%になること
もわかった。さらに、Pgi(フォスフォグルコースイソ
メラーゼ), Rpi(リボース５-リン酸イソメラーゼ)など
での可逆度は大きく、PEP 合成酵素は活性化されて
いないことがわかった｡ 

(3) 推定した細胞内同位体分布の信頼度を求めるために、
統計解析を行ない、推定した代謝流束分布に対する
90％信頼区間を求めた｡すべての正味の代謝流束（net
flux）は信頼区間が小さいが，可逆反応の流束につい
ては比較的大きいので、これらの結果の扱いには注
意が必要であることがわかった｡

(4) phb遺伝子を組み込んだ温度誘導型組換え大腸菌につ
いて、プロテオーム解析を行ない，PHBの生成がタ
ンパク質、特に，ヒートショックタンパク質に大き
な影響があることを明らかにした。

〈国内外での成果の位置づけ〉
炭素同位体を利用した代謝流束分布解析自体は欧米の

いくつかの研究機関でも行なわれており，それほど新し
い手法ではないが、この方法で得られた代謝流束分布に
加えて、遺伝子発現，タンパク質発現を調べ，これらの
情報を統合的に解析することで，細胞の代謝調節制御機
構を明らかにしようとするアプローチは世界的にも注目
されている。

〈達成できなかったこと、予想外の困難、その理由〉
遺伝子発現（トランスクリプト‐ム）、タンパク質発現

（プロテオーム）、細胞内代謝物濃度（メタボローム）、代
謝流束分布（フラクソーム）を網羅的に調べる、いわゆ
るオミックスに関するデータが，世界規模で蓄積されつ
つあるが，これらの情報を統合的に解析する手法をまだ
確立できなかった。

〈今後の課題〉
遺伝子発現，タンパク質発現，酵素活性、細胞内代謝

物濃度，代謝流速分布の情報を統合し，細胞の調節制御
機構を明らかにするには、もっと多くの株について解析
する必要があり，さらにこれらの数学的モデル化は今後
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の大きな課題である｡
細胞は、酵素レベル（代謝物による酵素のアロステリ

ックな阻害など）、および遺伝子レベルで制御されており，
今後は、こららの全体像を定量的に明らかにすることで、
細胞全体（whole cell）の代謝調節制御機構を明らかにで
きれば、産業応用にも大きなインパクトを与えると思わ
れる｡
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