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研究成果の概要（和文）：本研究では、ゲノムスケール代謝モデル（GSMM）の研究が、最も進んでいる大腸菌
（E. coli）を例にとり、プラズマ照射による大腸菌の代謝反応変化（ストレス応答）を解析するシミュレーシ
ョン・システムを構築した。これにより、プラズマ医療の大きな課題である、低温大気圧プラズマ照射による滅
菌作用の生物学的機構を定量的に解明する方法論を確立し、酸化ストレスによる大腸菌の代謝の変化による不活
化の過程を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We have constructed numerical simulation systems to examine the change in 
metabolic reactions (stress responses) of Escherichia coli (E. coli) under plasma irradiation. E. 
Coli is one of the most widely studied systems with Genome Scale Metabolic Models (GSMM). With our 
simulation model that evaluates oxidative stress generated by low-temperature atmospheric-pressure 
plasmas, we have established a methodology to determine the biological mechanisms for bactericidal 
effects by plasma application and clarified the inactivation process of E. coli by its change in 
metabolism caused by oxidative stress. 

研究分野： プラズマ物理学
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１．研究開始当初の背景 

近年、気体温度の低い大気圧プラズマを生
体に直接照射することにより、止血や創傷
治療の効果があることが知られ、その原理
の探求や新しい医療応用を目指すプラズマ
科学が注目され、「プラズマ医療」と呼ばれ
ている。この分野では、プラズマにより気
相中で生成される反応活性種（活性酸素
(ROS)・活性窒素（RNS）等）が、生体と
相互作用し、様々な化学反応を通して、最
終的に生理学的作用を生体にもたらす。応
募者は、すでに、低温大気圧プラズマ、及
び、それが液中に生成する反応活性種の数
値シミュレーションコードを開発済みであ
る。しかしながら、学界においても、プラ
ズマの生成する活性種が生体に与える生物
学的・生理学的影響に関する理論・シミュ
レーション研究は、全く行われておらず、
プラズマにより生成される ROS/RNS の生
体への生理学的作用は、未だに十分に理解
されていない。 

 

２．研究の目的 

代謝シミュレーション、特に、ゲノムスケ
ール代謝モデル（GSMM）シミュレーショ
ンとは、生物内の代謝反応ネットワークを
ゲノム情報に基づいて記述したモデルの数
値シミュレーションであり、現在、発展目
覚ましいシステム生物学の根幹をなす技術
の一つである。GSMM シミュレーションを
用いることにより、外部からの酸化ストレ
ス等が、生物の代謝に与える影響を詳しく
調べることが可能である。本研究では、
GSMM の研究が、最も進んでいる大腸菌（E. 

coli）を例にとり、プラズマ照射による大腸
菌の代謝反応変化（ストレス生成）を解析
するシミュレーション・システムを構築し、
これにより、プラズマ医療の大きな課題で
ある、低温大気圧プラズマ照射による滅菌
作用の生物学的機構を定量的に解明する方
法論を確立することを目的とする。この研
究で得られる知見をもとに、将来は、プラ
ズマ滅菌機構の実験的研究の更なる進展と、
人体等動物細胞に対するプラズマ照射の生
理学的影響を定量的に解析するプラズマ・
GSMM 連成シミュレーション技術の開発
への発展が期待される。 

プラズマ医療の研究において、GSMM に基
づく細胞内代謝系のシミュレーションは、
世界的にも、未だ行われていない。しかし、
現代のシステム生物学では、GSMM シミュ
レーションによる生体のストレス予測は広
く行われている。生体そのものが、外部刺
激により、ROS/RNSを生成して、細胞内外
でシグナル伝達を行うことを考えると、プ
ラズマシミュレーションと GSMM シミュ
レーションを連成して実行することにより、
プラズマの物理的作用と生体の生理学的応
答が統一的に理解できることが期待される。
この研究が成功すれば、将来的には、より

複雑な動物細胞等の GSMM シミュレーシ
ョンへの発展も期待され、プラズマ医療の
他の応用（細胞増殖・アポトーシス誘導等）
における生理学的プロセスの定量的理解に
も、大いに貢献する。このように、本研究
は、当該分野の研究手法に与える影響は極
めて大きく、非常に意義深い。 

本研究では、GSMM が極めて詳しく研究さ
れ、多くのデータが公開されている大腸菌
に着目する。低温大気圧プラズマが気相中
及び液相中に生成する反応活性種の輸送・
反応シミュレーションと、後述する大腸菌
の GSMM シミュレーションを連成して計
算することにより、プラズマ滅菌の生物学
的機構（大腸菌の代謝フラックス変化）を、
定量的に明らかにする。 

 

３．研究の方法 

大気圧プラズマから液中へ供給されたラジ
カルなどによって誘起された化学種
(ROS/RNS)が大腸菌の代謝応答に対して与
える影響を、GSMM 数値シミュレーション
によって調べた。代謝工学においては、有
用な代謝物の増産などを目的として、生物
の代謝フラックスを解析する flux balance 

analysis (FBA)が広く用いられており、
COBRApy (Constraint-Based Reconstruction 

and Analysis for Python)などの計算ツールが
公開されている[Ebrahim A. et al.: BMC 

Systems Biology 7 (2013) 74] 。FBAでは、
化学量論と代謝流量とに着目し、定常状態
における代謝ネットワーク中の各反応フラ
ックスを計算する。これら細胞内反応フラ
ックス（代謝フラックス）分布は、細菌や
酵母の場合、与えられた条件（細胞内へ流
入する炭素源や金属イオンなどのフラック
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図１．簡略化した代謝ネットワークの例 



ス、遺伝子や特定の代謝反応のノックアウ
トなど）において増殖率が最大となるよう
に決められる。代謝ネットワークの一例を
図１に示す。FBAは対数増殖期のような定
常状態を仮定しているため、代謝の動的な
応答は計算できないが、酸化ストレスを反
映した適当な条件の下で計算することで、
本研究にも適用可能であると考えられる。 

本研究では、特に代謝モデル構築の進んで
いる大腸菌について、その代謝経路の一部
が酸化ストレスによって不活化されたと仮
定して菌増殖率の変化を調べた。不活化さ
れた代謝経路としては、鉄-硫黄クラスター
をもつ酵素が関与している経路とした。鉄-

硫黄クラスターをもつ酵素は、代表的な酸
化ストレス因子であるスーパーオキサイド
アニオンラジカル(O2

-
)によって不活化され

ることが知られている [Nunoshiba T.: 

Environ. Mutagen Res. 23 (2001) 23] 。この
ような酵素には、フマラーゼ、アコニター
ゼ、DHAD (dihydroxy-acid dehydratase) があ
る。また、プラズマ照射された液中では、
酸性環境下で液中を輸送されたHO2から細
菌内で O2

-が生じて殺菌に至ることが、実
験的に示唆されている  [S. Ikawa et al.: 

Plasma Process. Polym. 7 (2010) 33] 。大腸菌
モデルとしては iJO1366 を用いた。このモ
デルには、代謝反応数 2251、代謝物 1136、
遺伝子数 1366 が含まれている。FBA の線
形計画法によって最大化する目的関数には、
必要量のアミノ酸、核酸、脂質、ATPから
菌体を合成する仮想反応式である菌体合成
式を用いた。これは、先に記したように、
与えられた条件において大腸菌の増殖率を
最大にするフラックスバランスを求めるこ
とを意味する。培地の条件は、菌の取り込
むグルコースフラックスが 10 mmol/gDW/h

である Computational minimum media とし
た。 

 

４．研究成果 

フマラーゼ、アコニターゼ、DHAD の各酵
素が関与する代謝フラックスを増減したと
きの大腸菌成長率の変化を図２に示す。横
軸は各酵素による代謝フラックスであり、
縦軸は菌成長率である。また、各グラフ中
の縦線は、代謝フラックスを増減させてい
ない標準生育状態でのフラックス値を示し
ている。フマラーゼの場合には、関与する
代謝反応のフラックスが減少しても大腸菌
成長率への影響は小さかった。アコニター
ゼの場合も同様であり、代謝フラックスが
極端に低下しない限り、大腸菌成長率の受
ける影響は小さかった。一方で、DHADの
場合には、代謝フラックスの減少が菌成長
率に与える影響が大きく、この代謝経路が
酸化ストレスによって弱められることが、
細菌不活化の主要因となっていることが推
察される。この原因は、以下のように考え
られる。フマラーゼとアコニターゼとは、

ともに菌のエネルギー生産を担う TCA 回
路（クエン酸回路）上の代謝反応に関わっ
ている酵素だが、一方で DHADは、分岐鎖
アミノ酸の生合成経路の代謝反応に関わっ
ている。そのため、比較的ロバストな経路
であるエネルギー生成系においては、酸化
ストレスによってフマラーゼやアコニター
ゼが失活したことによるエネルギー生成量
の不足をほかの代謝経路で補うことができ
たが、分岐鎖アミノ酸の生成経路ではその
ようにできず、生育に必要な物質が酸化ス
トレスによって生成できなくなったことに

 
 

図２．(a) フマラーゼ、(b) アコニターゼ、

(c) DHADの各酵素が関与する代謝フラッ

クスを増減したときの大腸菌成長率の変

化。グラフ中の縦線は、標準生育状態での

フラックス値を示している。 



よって、菌成長率が著しく影響を受けたと
考えられる。大腸菌へのプラズマ照射の実
験では、大腸菌は、呼吸はしているが成長
は停止している状態にあることが知られて
いる。本研究によって得られた GSMM シ
ミュレーション結果は、この実験結果と合
致している。また、この酵素が酸素ストレ
ス下の大腸菌で最も必要とされる酵素であ
ることが実験的に確かめられている [Y. 

Matsumura and T. Imanaka: J. Ferment. 

Bioeng. 74 (1992) 262]。したがって、プラズ
マ照射による大腸菌の不活化では、細菌内
に生じた O2

-によって DHAD の酵素活性が
低下し、分岐鎖アミノ酸の生成が滞ったこ
とが要因であると考えられる。 
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