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研究成果の概要（和文）：細胞機能の設計を目指す合成生物学のための基盤である物質変換・エネルギー代謝を担う中
央代謝システム（解糖系、TCA回路、ペントースリン酸回路、補充経路）のダイナミックモデルを開発した。糖基質同
化、細胞内の代謝物応答を担う遺伝子発現調節ネットワークを中央代謝反応回路に統合して、環境ストレスや遺伝的変
化に対する細胞機能を予測した。世界最大規模のバーチャルメタボリズムモデルである。有用物質生産の設計、突然変
異株の増殖適応メカニズムの解明に有用であった。

研究成果の概要（英文）：We have developed a dynamic model of the central metabolism (including 
glycolysis, TCA cycle, pentose phosphate pathways, and anaplerotic reactions) which is responsible for 
material conversion and energy metabolism. This is the largest-scale kinetic model for a batch culture 
and is a base for synthetic biology to aim at a design of cell functions. We integrated gene regulation 
networks that perform glucose uptake and intracellular metabolic changes into the central carbon 
metabolism and predicted the dynamic behaviors under different environmental and genetic conditions. It 
is employed to rationally design a microbial system for enhanced production of useful compounds and to 
understand how complex metabolisms are regulated at the molecular interaction level.

研究分野： 生命情報工学

キーワード： システム生物学　情報科学　シミュレーション　代謝　合成生物学　生物プロセス
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１．研究開始当初の背景  
 
システム生物学、合成生物学の進展によっ

て、細胞の機能を合理的に設計する技術の開
発が進んでいる。生物回路の数学モデルを構
築、数値シミュレーションすることによって、
生物機能を予測する技術が必要である。合成
生物学では増殖速度を向上させたり、新規物
質の生産能力を付加したりするために、ゲノ
ム上の遺伝子を再構成したり、人工遺伝子回
路を設計したりする[1, 2]。ゲノムの再構成で
は、不必要と推定される多数遺伝子を欠損さ
せ、必要な多数の遺伝子群を集積することに
よって、有用代謝物質生産の基盤となる宿主
細胞を創出することを目指している。 
 人工遺伝子回路の機能を定量的に予測す
るために、微分方程式のダイナミックモデル
がしばしば用いられる。当然のことながら、
動力学的パラメータ値や細胞内分子濃度の
測定値が必要である。近年、遺伝子の転写・
翻訳速度、転写因子とエンハンサやプロモー
タとの結合定数などの動力学的パラメータ
を含む生化学反応ライブラリ、生物学的標準
パーツレジストリ（ Registry of Standard 
Biological Parts）、iGEM などが構築されてい
る。私たちは、生物学的基本回路の構造と機
能の関係を体系化したデータベース BioFNet
を開発した[3]。このように、基本的生化学反
応を組合せて、大規模回路へと合成するボト
ムアップの研究が活発となっている。2012 年
には、マイコプラズマの全細胞ダイナミック
モデルが提案され、代謝や遺伝子発現に関す
る実験データを説明して、新規な細胞機能を
予測することに成功した[4]。 
さて、人工遺伝子回路は、増殖に係る物質
変換やエネルギー生成システム、すなわち中
心代謝システムと密接に相互作用するので、
人工遺伝子回路の設計の基盤となる中心代
謝システム全体を理解することは必須であ
る。たとえば、エタノール発酵の強化は、嫌
気的代謝システムと密接に関係する。有用物
質の生産性向上によって、エネルギーや物質
の細胞内における配分バランスが変化して、
増殖速度が低下する可能性がある。細胞あた
りの物質生産の収率は向上しても、培養系全
体の生産性向上には結びつかないことが予
想される。 
中心代謝システムは、物質やエネルギー源

である、炭素（C）、酸素（O）、窒素（N）、
リン（P）の取込み、エネルギーと物質変換
を行う中心的システムである。細胞の増殖、
環境ストレス応答を含めてほぼすべての細
胞機能に直接的に関わる。 
 解糖系、TCA 回路、ペントースリン酸回路、
補充経路を含む中心代謝システムのダイナ
ミックモデルは、九工大の清水らが 2010 年
に発表した[5]。このモデルでは、酵素濃度は
独立変数として、すなわち時間変化しないパ
ラメータとして与えられる。現在は、遺伝子
発現層やタンパク質信号伝達層のダイナミ

クスを代謝反応層に統合することは必須で
ある。 
 一方で、代謝に係る遺伝子調節ネットワー
クのダイナミックモデルが開発された。私た
ちは、糖基質同化システム[6]、アンモニア同
化システムのモデル[7]を提案した。アンモニ
ア同化システムは、双方向反応、双機能酵素、
正 と 負 の フ ィ ー ド バ ッ ク ル ー プ 、
Two-Component System を含む基本回路の組
合せであることを示した。Kotte らは中心代
謝システムに、転写調節因子を含む遺伝子調
節ネットワークを統合したダイナミックモ
デルのプロトタイプを発表した[8]。酵素や代
謝物間のローカルなフィードバックループ
だけでなく、遺伝子発現を含むグローバルな
フィードバックループの役割の重要性が指
摘された。 
 

図１ An E.coli metabolic network map.  
The solid line indicates activation and the 
dotted line indicates repression. 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、細胞機能向上を目指す合成生

物学のための基盤となる、物質変換・エネル
ギー代謝を担う中央代謝システムの標準的
ダイナミックモデル（図１）を開発する。世
界初、世界最大規模のバーチャルメタボリズ
ムモデルである。糖基質同化(Crp-cAMP/Cra)、
細胞内の代謝物応答(FBP、cAMP、glyoxylate、
pyruvate)を担う遺伝子発現調節ネットワーク
を中心代謝反応回路に統合して、環境ストレ
スや遺伝的変化に対する細胞機能を予測す
る。有用物質生産の設計、突然変異株の増殖
適応メカニズムの解明、ヒト細胞の代謝モデ
ルへの拡張に応用する。 
 



３．研究の方法 
 
3-1 中心代謝ネットワークマップ構築 
図１のような中心代謝システムのネット

ワークマップを構築して、数学モデリングに
必要なデータを文献やデータベースから収
集した。シミュレーションによる予測を検証
するデータを整理した。 

 
3-2 ダイナミックモデルの構築 
解糖系、TCA 回路、ペントースリン酸回路、

Entner-Doudoroff（ED）パスウエイ、補充反
応、グリオキシル酸回路、酸化的リン酸化、
Ptsと非Ptsを含む大腸菌の中心炭素代謝の詳
細な動力学のモデルを開発した。4 つの転写
因子（Crp、Cra、PdhR、IclR）は、代謝の遺
伝子発現を調節する。用いたネットワークマ
ップは、図１に示す。Crp はエネルギー代謝
で含まれる多くの遺伝子を調節する転写因
子である。Cra は糖新生経路、グリオキシル
酸回路、TCA 回路の一部の遺伝子発現を活性
化する一方、解糖系酵素をコードしている遺
伝子の発現を抑制する。動力学モデルは、微
分方程式モデルである。27 の代謝物質、22
の酵素と Pts タンパク質、38 の代謝流束、21
の遺伝子発現、12 の生物量生産速度式からな
る。 

 
3-3 増殖速度式の提案 
中心代謝システムは細胞のエネルギーや物
質生産の基盤であるので、増殖速度の数学モ
デル化は必須である。しかし、分子レベルで
の知識や実験データの著しく不足している
ので、増殖に係る分子メカニズムをブラック
ボックスとして、増殖速度と増殖に係る代謝
流束との相関関係を求める問題に帰着させ
る。本研究では、ATP 合成流束と比増殖速度
は比例すると仮定した。 
 

3-4 ダイナミックモデルの最適化 
予測力の高いダイナミックモデル構築のた
めには、生物学的に信頼できる測定値を用い
ること、モデルの動力学的パラメータの値を
調節することが必要である。当然のことなが
ら、すべてのパラメータを測定することは困
難なので、動力学パラメータの値を推定する
最適化技術を開発した。 
 一般に、実験データと完全に一致するグロ
ーバル解を探索することが注目されてきた
が、実際は、実験データ数は少なく、測定値
は不確定なので、動力学的パラメータを一意
に決めることは、実用的ではない。本研究で
は、実験データを説明できる解を遺伝的アル
ゴリズムを用いて探索した。解の生物学的妥
当性は、感度解析や安定性解析によって評価
した。モデルの修正と評価を繰り返しながら、
予測精度の高いモデルを作成した。 
 
４．研究成果 
４-1 シミュレーション 

動力学モデルが実験データを再現するこ
とができるかどうか調べるために、野生株、
pykF ノックアウト突然変異株（ΔpykF）、pgi
ノックアウト突然変異株（Δpgi）、ppc ノック
アウト突然変異株（Δppc）の回分培養におけ
るシミュレーション結果を、細胞濃度、細胞
外ブドウ糖と酢酸塩の濃度に関する実験デ
ータと比較した（図２）。Pyk は解糖系の最終
ステップで PEP を PYR に変換し、Pgi は解糖
系の最初のステップで G6P を F6P に変換し、
Ppc は PEP を OAA に変換する補充反応を触
媒する。全ての細胞内の代謝物質濃度、酵素
濃度、代謝流束（酵素の反応速度）の時間変
化をシミュレーションした。細胞濃度は、ブ
ドウ糖の減少にともなって増加した。野生株
では、ブドウ糖はおよそ８時間で完全に消費
された。酢酸塩は、増殖期に生産されて、そ
の後消失した。野生株と ΔpykF の時間変化シ
ミュレーションは、実験データと一致してい
た。動力学モデルが野生株だけでなく遺伝子
ノックアウト突然変異株のダイナミクスを
正確に再現することを証明した。ΔpykF の増
殖速度は、野生株のものとほぼ一致した。
我々のモデルは、Δpgi と Δppc の細胞増殖と
ブドウ糖取込みの遅れを再現したが、シミュ
レーションと実験データの間に若干の矛盾
があった。Δpgi では、細胞外のブドウ糖の時
間変化シミュレーションは、実験データと一
致したが、細胞増殖シミュレーション結果は、
実験データより低かった。すなわち、モデル
は Δpgi の細胞増殖を過小評価した。Δppc で
は、細胞濃度の時間変化シミュレーションは、
実験データを再現したが、ブドウ糖取込み速
度は実験データより速かった。モデルはブド
ウ糖取り込み速度を過大評価した。 

 
4-2 妥当性検証 
モデル構築に使わなかった実験データを用
いて、動力学モデルの妥当性を検証するため
に、私たちは、連続培養条件で、定常状態流
束分布をシミュレーションした。図３は、希
釈率 D = 0.2、0.4、0.5 0.7h-1 のとき、野生
株の流束予測値を実験データと比較した。希
釈率が高いとき、実験値とシミュレーション
値は比較的一致したが、希釈率が低いときは、
両者はあまり一致しなかった。増殖速度が遅
いとき、モデルによる予測が外れることが示
唆された。 
 

4-3 シミュレーションと実験データの相違 
パラメータの大規模な最適化にもかかわら
ず、実験データと一致しないシミュレーショ
ン結果が一部あった。そのような矛盾は、最
適化の数学的困難さより、むしろ生物学的複
雑さを示唆する。Δpgi の細胞増殖の不一致と
Δppc のブドウ糖取り込みの不一致は、Δpgi
と Δppc のモデルが消費したブドウ糖を効率



的に細胞増殖、または ATP 生産に変えていな
いことを示す。モデルは、Δpgi または低い希
釈速度に対して、TCA 回路流束を過小評価し
た。増殖抑制下では、ブドウ糖取込みや TCA
回路を調節するモデルに用いたメカニズム
が不十分であることを示唆する。 
私たちは、ブドウ糖取り込みと TCA 回路

に議論に的を絞る。Δppc では、PEP は蓄積さ
れ、ブドウ糖取込み流束（Pts4 反応）を上げ
る。Δppc は TCA 回路に OAA を供給しない
ので、TCA 回路流束は抑制された。OAA は
TCA 回路を駆動する重要な代謝物質である。
Δppc の増殖は、蓄積した PEP によるブドウ
糖取込みの増加と補充反応の欠落による
TCA 回路の流束減少の間の釣合いによって
決定される。Δpgi の増殖抑制は、PEP と
AcCoA の減少がブドウ糖取込みと TCA 回路
の流束をそれぞれ減少させるというメカニ
ズに起因した。TCA 回路は、酸化的リン酸化
が促進する ATP 生産に必要な NADH と
FADH2の補因子の主な供給源であるので、動
力学モデルは細胞増殖速度または ATP 生産
を変えるためには、TCA 回路の流束を調節す
ればよい。ATP は、細胞増殖のためだけでな
く、遺伝子や環境条件の変化（例えば遺伝子
ノックアウトと低い希釈速度）に対して代謝
を調節する適合/ストレス反応のためにも使
われる。ATP 生産に係る TCA 回路調節を改
善する余地がある。 

 

図２ The experimental validation of WT and 
genetic mutant strains in a batch culture.  
The green, blue and red lines represent the 
simulation results of the extracellular glucose, 
biomass and acetate, respectively. The 
corresponding open circles represent the 
experimental data.  

(A) WT. (B) ∆pykF. (C) ∆pgi. (D) ∆ppc. 
 

4-4 モデルの長所 
提案した動力学モデルは、回分培養におけ

る好気性条件で複数の遺伝子組換え株のダ
イナミクスを再現する最初のモデルである。

我々のモデルは、過去のモデルに勝る利点を
持つ：(i) 回分培養において、野生株と複数の
遺伝子組換え株のダイナミクスを正確に再
現する詳細な動力学式を開発する一方で、
ATP生産メカニズムに基づいて細胞増殖を推
定する方法を提案した。(ii) 多くの動力学パ
ラメータの値をスーパーコンピュータ上で
拘束条件付き最適化技術によって推定する
技術を開発した。(iii) 動力学モデルを用いて、
中心炭素代謝の多層の調節機構（アロステリ
ック効果と遺伝子発現）の効果を予測して、
増殖の早い細胞の合理的デザインを可能に
した。 

 
 
図３ Comparison of the simulated flux with 
experimental data for WT at different dilution 
rate (D) in a continuous culture. 
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