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研究成果の概要（和文）：微生物による有用物質生産を実現するには、微生物が有する代謝系を合理的に改変
し、生産収率および生産速度の両方を最大化する必要がある。本研究では、微生物生産における生産速度の向上
に焦点を当て、代謝経路中に潜む律速点を同定する方法について研究を行った。質量分析計を用いた13C標識代
謝フラックス解析、酵素タンパク質定量、代謝物質絶対定量法の開発を進め、細胞内の代謝状態を高度に定量精
密解析する基盤を整えた。また、代謝状態の実測データをもとに非平衡熱力学的手法の導入、および、代謝反応
速度論モデルの構築により、目的物質の律速点の同定と解除に基づく生産速度の最適化法の開発を行った。

研究成果の概要（英文）：In microbial production system, it is important to rationally improve 
microbial metabolism and optimize production yield and production rate. In this study, we mainly 
focused on the improvement of production rate. We tried to develop a systematic method to extract 
limiting steps in the metabolic pathway. Precise analytical methods of metabolism, 13C-metabolic 
flux analysis, quantitation of proteins related to metabolism, and absolute quantitation of 
metabolite concentrations were conducted. These analytical data was used for thermodynamics analysis
 and kinetic modeling. Limiting steps in the central carbon metabolism of Escherichia coli was 
successfully identified and target production improvement was realized by designed genetic 
modification of the cells.   

研究分野： 生物機能・バイオプロセス

キーワード： 反応速度論　物質生産　インシリコデザイン　代謝フラックス　生物情報工学

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
微生物細胞の代謝は多段階の化学反応であり、微生物生体触媒として用いることで、一つのプロセスによって原
料を目的物質に変換することが可能である。しかし、多段階の反応が関与するため、どこにその律速点が存在す
るのかを知ることは容易ではない。微生物の代謝フラックス解析、酵素タンパク質定量、代謝物質絶対値を解析
し、熱力学的手法の導入や代謝反応速度論モデルの利用によって代謝の律速点をシステマティックに抽出し効率
的に遺伝子操作の戦略を提案できるシステムを開発したところに大きな意義がある。大腸菌のメバロン酸生産に
適用することで、その有効性への道筋を示している。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 微生物による有用物質生産を実現するには、微生物が有する代謝系を合理的に改変し、生産
収率および生産速度の両方を最大化する必要がある。我々の研究グループではこれまでに、生
産収率に着目した代謝の計算機を援用した（in silico）代謝改変のデザイン法の開発を行ない、
糖原料から目的物質への生産収率を向上させる合理的な微生物細胞工場創製法へと展開してき
た。この方法で見いだした遺伝子の最適改変戦略を大腸菌に適用することで、目的物質生産の
収率を大きく向上させることに成功し、その有効性を実証してきた。 
これらの研究から明らかとなった課題は、収率の向上に加え、「代謝の律速点を同定し、生産

速度を向上させる方法が未開発」ということである。例えば遺伝子の最適改変戦略をもとに作
成した大腸菌においても、生産速度には改善の余地が多く残されている。これは未知の律速点
により代謝流量（フラックス）が最大化されていないためであり、多段にわたる代謝系の中に
潜む律速点を同定する方法が必要とされている。化学プロセスの感度解析研究では、プロセス
の反応速度論モデルを作成し、そのモデルを利用して、目的物質の生産性上昇に寄与するパラ
メータ（触媒量等）を同定する。つまり代謝の律速点を同定し、酵素発現量を調整して生産速
度を向上させるには、代謝物質濃度、酵素量を加味した代謝反応速度論モデルを構築し、律速
点を同定する新たな in silico 代謝解析システムの構築と遺伝子発現の実験的改良を一体化した
代謝デザインフレームワークの開発（図１）が必要と考えた。 

このアプローチがバイオプロセスでこれまで一般化しなかった理由は、反応速度論モデルの
構築に用いる細胞内（in vivo）酵素反応パラメーターの推定に必要な、代謝状態の実測データ
が不足していた点にある。そこで、我々のグループでは質量分析計を用いた 13C 標識代謝フラ
ックス解析、酵素タンパク質定量、代謝物質絶対定量法の開発を進め、in vivo の代謝状態を高
度に定量精密解析する基盤が整えた。そこで本研究では、代謝状態の実測データをもとに代謝
反応速度論モデルの構築法を開発し、目的物質の「収率」の改良にとどまっていた代謝デザイ
ン法を、律速点の同定と解除に基づく「生産速度」最適化に深化させることを目的とした。 

 

 
 
２．研究の目的 
本研究では、上記のような背景をもとに、これまで困難だった微生物細胞内代謝反応プロセ

スの生産速度を向上させるための方法論を下記の項目にわたって開発することを目的とした。
例として大腸菌によるメバロン酸やコハク酸生産をベンチマークとして研究開発を行なうこと
とした。 
細胞内の代謝物質濃度、代謝フラックス、酵素量など代謝状態の正確に示す実測データを収

集し、このデータを説明するための代謝速度論モデルの構築、および酵素発現量の変化が目的
物質生産速度に与える影響の大きさを調べる方法の確立を行うことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
１）in vivo 酵素反応パラメーター推定のための代謝定量解析法の確立 
 代謝定量解析法を行うために、炭素中心代謝経路における代謝フラックス、代謝物質濃度、
およびタンパク質濃度定量法を確立し in vivo 酵素反応パラメーターを推定するための分析基
盤を構築する。 
２）代謝定量データの取得と代謝律速点候補の絞り込み法の開発 
 メバロン酸生産大腸菌を複数の条件下で培養し、中心代謝の代謝物質濃度、酵素量、代謝フ
ラックスデータを取得する。さらに、代謝物質の濃度プロファイルを用いて非平衡熱力学解析
を行い、代謝反応の化学平衡状態からの距離、反応の方向性を定量的に検討し、代謝経路中の
律速点の候補を絞り込む。 
３）ゲノムワイドな代謝モデルを用いた代謝改良との比較 
 代謝改良のために用いられるゲノムワイドな代謝モデルや代謝フラックスバランス法を用い
た代謝改良デザインの手法を行って、律速点抽出における手法の比較を行った。 
４）代謝反応速度論モデルの自動構築および高精度感度解析法の開発 
 代謝反応速度論モデルを作成するための基礎検討およびソフトウェアの開発を行なう。不確
定要素の大きい代謝系のモデリングを効率的に行なうために、まず、代謝反応速度論モデルの
酵素反応式の記述法を検討した。ついで代謝定量解析データを用いて、代謝反応速度モデルの
酵素反応パラメーターを学習し、予測力を向上させる方法を検討した。さらに、代謝律速点を



解除するための遺伝子操作デザインを行う。多数の反応速度論モデルを用いた感度解析結果か
ら律速点を同定する手法を開発を行った。 
 
４．研究成果 
１）代謝定量解析法の確立 
 13C 標識同位体を細胞に取り込ませて 13C 標識同位体がどのような割合で代謝物質に存在す
るのかをガスクロマトグラフ質量分析計（GC/MS）決定し、細胞が取り込んだり、排出する代
謝フラックスを加味して細胞の代謝フラックスが決定できるシステムを開発した。我々のグル
ープで開発した代謝フラックス決定用のソフトウェアを用い大腸菌の代謝フラックスが決定で
きることを確認した。メバロン酸生産(Wada 2016, Masuda 2017)やその他の化合物(2017 
Okahashi)生産大腸菌の代謝フラックスが高精度に決定することが可能で遺伝子操作の代謝に
与える影響について定量的に議論する基盤が確立した。また、13C 標識グルコースを単一炭素
源として培養した細胞から 13C 標識内部標準代謝物質を調製することで、LC-MS/MS を用いて
炭素中心代謝の中間体の絶対定量を実現した。大腸菌の中心代謝中間体の絶対定量を行った。
さらに、酵素タンパク質はナノ LC-MS/MS を用いた定量プロテオミクス法で定量する方法を
確立した。これにより、大腸菌の in vivo 酵素反応を決定するために必要な基礎データ、代謝
物質量、代謝フラックス、タンパク質量を同じ細胞から取得する方法を確立した。 
 
２）代謝定量データの取得と代謝律速点候補の絞り込み法の開発 
１）の項目で代謝物質の濃度プロファイルが得られるため、代謝律速点候補の絞り込みを行

なう方法として非平衡熱力学を基盤とする方法に取り組んだ。細胞の代謝系は外界から栄養を
取り込み、多段の反応を経て、系外へと排出し続ける非平衡熱力学系と考えることができる
（Hatzimanikatis, Biophys J, 2004）。そこで、絶対定量された代謝物質濃度を用いて、各代
謝反応の反応物と生成物の濃度勾配を解析し、さらに Gibbs 自由エネルギー変化 ΔG を決定す
ることを試みた。標準自由エネルギーΔG0 はデータベースを参照しその値を用いた。Gibbs 自
由エネルギー変化 ΔG がゼロに近い反応は、化学平衡に近い状態にあり、酵素量が律速の原因
になっている可能性は低い。一方、Gibbs 自由エネルギー変化 ΔG が大きく負になっている反
応では、酵素量が反応速度の律速になっている可能性がある。この結果から、代謝律速点候補
の絞り込みを試みる。代謝律速点候補をあらかじめ絞り込むことで、代謝モデルの構築や、感
度解析を効率的に進めることが可能となると考えた。これらのデータをもとに律速点を抽出し、
遺伝子発現量を変化させたところ、メバロン酸生産速度の向上が認められた(Nagai, et al. 
2018)。 
 
３）ゲノムワイドな代謝モデルを用いた代謝改良との比較 
ゲノムワイドな代謝解析法としてゲノムスケールモデルを用いたフラックスバランス解析法

（FBA）がある。この方法は、代謝物質濃度、代謝フラックス量などの実験地を必要としない
簡便かつ網羅的な方法である。しかし、その一方で、代謝の酵素反応速度パラメーターを無視
するために代謝物質とタンパク質の相互作用などの情報を取り込むことができず、予測された
代謝改変を行っても予測された生産量を達成できない場合も多いのではないかと考えられる。
ここでは、ゲノムワイドな代謝解析を行って大腸菌によるコハク酸生産量を向上させることを
試みた。コハク酸を生産させるために多重遺伝子破壊をデザインし、実装したところ効果はあ
ったが、その生産量は予測された量と比較して十分高いものではなかった。そこで、進化実験
を行って増殖と連動した生産性の向上を試みたところ、増殖と生産量がシミュレーションに近
い値を示す量に上昇した。ゲノムリシークエンス、酵素学的解析を重ねたところ、ホスホエノ
ールピルビン酸カルボキシラーゼ反応が律速となっており、進化実験によってその律速点が解
除されたことが明らかになった。ゲノムワイドな化学量論による収率の最適化方法には細胞全
体の遺伝子を見渡すことができるが、代謝物質とタンパク質の相互作用を考慮することが律速
点抽出には重要であることが明らかとなった（Tokuyama, et al., 2018）。 
 
４）代謝反応速度論モデルの構築および高精度感度解析法の開発 
 化学量論を扱うだけでは代謝律速点をシステマティックに抽出することは難しい場合がある
ことが分かったので、本研究では、化学量論と酵素反応速度式から構成された動的モデルを導
入し、代謝物質濃度や酵素量などの要素を取り組むこととした。動的モデルの構築には、反応
ごとの速度式とミカエリスメンテン定数や反応速度定数などの酵素反応パラメーターが必要で
ある。これまでに in vitro で測定した酵素活性を基に酵母の動的モデルが構築されたが、in vivo
測定とモデル予測との間に相違があり、in vitro 由来モデルでは in vivo の挙動を適切に予測で
きないことも報告されている。 
本研究では、アンサンブルモデリング法を用いた動的代謝モデルを導入した。この手法では、

代謝フラックス分布と代謝物濃度の測定値を満たす酵素反応パラメーターをランダムに生成す
る。ランダム生成ではパラメーターセットを一意に決めるのではなく、パラメーターセットが
異なり、同じ表現型を満たすモデルの集合体「アンサンブル」を生成する。生成したモデルの
アンサンブルを用いて、実験データを説明するアンサンブルから遺伝子改変株の代謝の変化が
予測可能となり、また、これを繰り返し用いることで遺伝子改変株の表現型を精度よく予測で



きたモデルを保存することで、予測精度の高いモデルを抽出できる。本研究では、中枢代謝に
おける物質生産大腸菌のアンサンブルモデルを生成し、その戦略立案の道筋が明らかとなった。 
 
５）まとめ 
大腸菌の代謝物質生産における代謝改変において、代謝物質、代謝フラックス、タンパク質

量を正しくとらえる方法の開発を行った。その結果、さまざまな物質生産に適用可能であり、
代謝物質濃度を利用したGibbs自由エネルギー変化化から代謝律速点を明らかにする方法の開
発に成功した。また、中枢代謝の代謝物質濃度とタンパク質の相互作用を含めた動的アンサン
ブルモデルを開発しよりシステマティックな代謝律速点の抽出に対する足掛かりを提示するこ
とが可能となった。 
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