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1. 序章 

 

1.1. 研究背景 

 

 バイオインフォマティクス(生物情報科学)の進展に伴い、高い効率でゲノム配

列を解読する手法が確立され、遺伝子発現データをはじめとした膨大な生命ネッ

トワークに関する知見が得られ、タンパク質相互作用などの各種データベースが

整備されつつある。それらの生命ネットワークに関するデータから、生命システ

ムのダイナミクスを理解する事を目的とした試みが進んでいる。このような目的

を持つ研究分野はシステムバイオロジーと呼ばれ[1][2][3][4]、概日リズムや発生メカ

ニズムの解明といった成果を上げている。これらシステムバイオロジーによる生

命システムの動的挙動を解明する試みは、環境変化や遺伝子変異によるシステム

挙動の変化を予測するだけでなく、生命の設計原理を明らかにする事を期待され

ている[5]。システムバイオロジー研究は大きく分けて以下の４つの段階を持つ[3]。 

 

１） 物理構造を含めた遺伝子制御や生命分子ネットワークなどの構造を理解

する段階 

２） システムダイナミクスを理解するために定量的及び定性的システム解析

を行い、高い予測能力を持つモデルと理論を構築する段階 

３） システム解析結果に基づいて、システムを特定の状態に誘導する制御理論

を構築する段階 

４） 生命システムの設計原理を理解し、人間が求める動的挙動を再現するシス

テムを設計する段階 

 

これら４つの段階を経て、生命の設計原理の解明というシステムバイオロジー

の目的を達成するためには、従来の生物学的な実験に加えて、複雑な生命分子ネ

ットワークのモデルの作成、シミュレーションやシステム解析が重要な役割を果

たす。特に数学的シミュレーションを用いて分子間の相互作用レベルでのダイナ

ミクスを再現し、理解する[6][7]ことはシステムバイオロジーにおける大きな目的

の一つとなっている。このモデル作成やシミュレーションを効率よく実行するた

めに、様々なツール・ソフトウェア、マークアップ言語が開発されている

[8][9][10][11][12][13][14][15]。さらにバイオインフォマティクスの成果として得られたモ
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デル作成に必要なデータに関するデータベースも数多く開発されており、その多

くは公開されている[16][17]。これらのデータベースを用いた生命ネットワーク解析

も行われている[18]。このようにシステムバイオロジーの手法を用いて、様々な生

命現象や病気について、そのメカニズムの研究がなされている[19] [20][21][22]。 

 

 この生命システムの設計原理を知ることは、生命を作り出す、もしくは人工生

命を合成するための鍵となる[23][24]。これらの生命を作り出す事を目標とする分野

として合成生物学を挙げる事ができる [25][26][27][28]。さらにネットワーク解析から

生物の進化について取り扱う進化生物学の研究も進められている[29][30]。一般的な

ネットワークと生化学ネットワークを比較すると、類似した回路を有する点もあ

れば、生化学ネットワークに特徴的な機能を有している点もある[31]。タンパク質

相互作用ネットワークや代謝ネットワーク等の生化学ネットワークが、適応や代

謝、ストレス応答といった特定の細胞機能を生み出している方法、及びその設計

原理について、工学的制御アーキテクチャ[32][33]と比較検討することは生命システ

ムの設計原理を理解することにつながる。また、複雑な機能を実現している生化

学ネットワークの構成を明らかにするため、ネットワークモチーフ[34][35]と呼ばれ

る遺伝子制御回路の要素が生化学ネットワークの構成ブロックとして提案されて

いる。生命は、これらの生化学ネットワークの組み合わせにより、外部や内部の

摂動に対するロバスト性を保持している[36][37][38][39][40]。 
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1.2. 研究目的 

 

 細胞は、環境ストレスや遺伝的な変化等の様々な変化に晒されている。このよ

うな環境からのストレスに対して、細胞は遺伝的ネットワークにより生み出され

るロバスト性 [36][37][41][42]を有している。ロバスト性とは、システムが内部、もし

くは外部の摂動に対し、どの程度堅牢であるかを示すものである。ネットワーク

中のフィードフォワードループやフィードバックループ、経路の冗長性により、

このようなロバスト性が生成されていると考えられる[43][44]。 

 

 エンジニアリング回路においては、そのメカニズムの分析に対して、伝達関数

や状態方程式を用いた方法が制御工学的に確立しているが、生化学ネットワーク

においては、分子間のネットワークがエンジニアリングの制御ブロック図や電気

回路図[45]に似ているとは言え、その複雑さや分子間相互作用の非線形性により、

通常のエンジニアリング的な回路図に置き換える事は困難である。そこで、我々

はシステムをモジュール単位に分解し、特定の機能を有する単位ごとにネットワ

ークを分析する方法 [46][47][48][49]を用いた。ここでは、モジュールとは他のモジュ

ールと分離可能な機能を有するサブシステムとして位置づけられている。生化学

ネットワークでは、様々な生命の機能を遺伝子制御により実現するために階層型

モジュール構造を示す例が多く示されている[50][51][52]。 

 

 本研究では、1.1 で示すシステムバイオロジーの手法を用いて、大腸菌の持つ

窒素同化システムの制御メカニズムを明らかにする事を目的としている。大腸菌

の細胞は常に糖、リン酸、アンモニア等の栄養ストレスにさらされるため、栄養

摂取に対する複雑な機能モジュールを進化させている。特に大腸菌は窒素含有化

合物の源となる glutamine と glutamate を合成する為に、アンモニアの同化を必

要とする。窒素同化システムはこの glutamine の合成反応を制御しているシステ

ムである[53]。この窒素同化システムでは環境中からのアンモニアの取り込みにお

いて、細胞外のアンモニア濃度の変化に対する細胞内の炭素源と窒素源のバラン

スを維持するため、glutamine を生成する反応をグルタミン合成酵素(GS)の活性

と発現量を制御することで調節しており[54]、代謝とタンパク質相互作用、遺伝子

発現という３つの生命反応から構成されたシステムとなっている。このシステム

は、GS活性制御モジュール[55][56]とGS合成制御モジュール[57][58][59]を有しており、

それぞれ異なった制御特性を示す。既往の研究として、本システムを対象とした
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シミュレーションや解析の報告がある[60][53][61][62]。 

本システムの解析においては、数学モデル作成、シミュレーション、理論解析

と言った手段を用い、グルタミン合成酵素の活性と発現の制御がどのようなネッ

トワークで実現され、またこれらの制御がどのように使い分けられているかにつ

いて明らかにする。 
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2. 理論 

 

2.1. 窒素同化システム 

 

 本研究で取り扱うシステムは大腸菌の窒素同化システムである。大腸菌は

glutamine と glutamate を合成するためにアンモニアを必須としている。窒素同化

システムはアンモニアを同化することで glutamine を生成する反応を制御するシ

ステムである。glutamine と glutamate は、ほぼすべての窒素を含む化合物の材料

となる。大腸菌におけるアンモニア同化は本システムが唯一であり、菌単体の窒

素源を理解するうえでも重要である。 

窒素同化システムは酵素の触媒作用により環境中のアンモニアを同化するア

ンモニア同化経路と GS の活性を調節するタンパク質相互作用ネットワーク[63]、

及び glnA(GS)、Ntr 遺伝子発現を調整する遺伝子ネットワークから成る[64]。これ

らのネットワークは複数のフィードバックにより制御されている[60]。 

 

2.1.1. アンモニア同化経路 

 

 大腸菌は環境中のアンモニアを同化する酵素として、グルタミン合成酵素(GS)、

グルタミン酸合成酵素(GOGAT)、グルタミン酸脱水素酵素(GDH)を持つ[65][66][67]。

アンモニア同化反応では TCA 回路の中間代謝物である 2-ketoglutarate に GS、

GOGAT、GDH の触媒作用で環境中のアンモニアを付加し、glutamine、glutamate

を生成する。アンモニア同化経路は、GDH 経路、GS/GOGAT 経路に分けられる。

GDH 酵素はアンモニアとの親和性が低いので、アンモニア高濃度時でしか働かな

い。低濃度時にはその作用は極端に低い。逆に GS 酵素はアンモニアとの親和性

が高い[68]。これにより、アンモニアが低濃度時でもアンモニア同化作用の高い状

態が維持できる。本シミュレーションでは、アンモニア低濃度時におけるシステ

ムの制御メカニズムに焦点を絞るため、GS/GOGAT 経路を主要な同化経路として

取り扱った。 
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図 2.1-1 GDH 経路 

 

 

図 2.1-2 GS/GOGAT 経路 

 

 

2.1.2. 窒素同化システムのネットワーク 

 

窒素源としてアンモニアのみを含む培地中では、大腸菌の増殖はアンモニア濃

度に制限される。大腸菌は環境中のアンモニアを細胞中に同化する酵素 GS、GDH、

GOGAT を持つが、アンモニアの同化速度の調節において、中心的役割を果たす

酵素は GS(glutamine synthetase)である。窒素同化システムは、TCA 回路の中間

代謝物である-ketoglutarate と glutamine の濃度比を測定して GS の活性と発現

量を調節する機構を持っている。ここで、-ketoglutarate を炭素源(C)、glutamine

を窒素源(N)とおき、この N/C の比率(N/C 比)をシステムが制御する対象として定

義する。この N/C 比を調節するための GS の制御機構は、GS の活性と不活性を

調節する制御と GS の合成速度を調整する制御の２つに分けることができる。こ

こで、窒素同化システムのネットワーク中の GS の活性と不活性を調節する制御

機構を GS 活性制御モジュール、GS の合成速度を調整する制御機構を GS 合成

制御モジュールと定義する。窒素同化システムのネットワークを図 2.1-3 に示す。

なお、図中で用いる矢印については、以下の表 2.1-1 を参照の事。 
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表 2.1-1 ネットワーク図中の矢印 

矢印 説明 

 結合反応(●は複合体) 

 転換反応 

 反応の触媒 

 反応の抑制 

 反応の促進 

 転写反応 
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図 2.1-3 窒素同化システムネットワーク 
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2.1.3. 機能モジュール 

 

システムをモジュール単位に分割するという考え方を用いると、分子相互作用

レベル（分子モジュール）という記述のスケールから制御ブロック図で記述でき

る機能モジュールへと記述のスケールを移すことができ、システムの持つ機能的

な面を評価することができる。ここでは、システムの機能モジュールと制御工学

のスキームで用いられるモジュールとの類似性を考慮した。さらに、特定の機能

を実現するための分子群の相互作用の経路としてフラックスモジュールを定義す

る。各フラックスモジュールは独立して存在するものではなく、複雑に相互作用

することで機能モジュールを形成している。このフラックスモジュールの組み合

わせにより、振動、ヒステリシス、および不可逆性などの特性が生成される。 

窒素同化システムをモジュール分割して考える際には、2.1.3 と 2.1.4 で示した

GS 活性制御モジュール及び GS 合成制御モジュールといった制御機構ごとに分

割するのみではなく、その制御で担っている役割に着目して、機能単位のモジュ

ールへと分割することができる。具体的には、GS により glutamine を生産する

代謝反応を行う Plant モジュール、Plant モジュールからの N/C 比の情報を受け

取る UTUR[69]を Sensor モジュール、Sensor モジュールから伝達された N/C 比の

情報を PII、GlnK で受け取り、GS の活性や不活性、もしくは発現等の指示を他

の機能モジュールに伝達する Computer モジュール、Computer モジュールから伝

達された情報を受けて GS の活性、不活性を調節する GS Activity Actuator モジュ

ール、Computer モジュールから伝達された GS 発現の調節を行う Regulator モジ

ュール、さらに Regulator モジュールからの情報により GS の発現を実行する GS 

Synthesis Actuator モジュールに分割した。窒素同化システムの機能モジュール

を図 2.1-4 に示す。GS 活性制御モジュールや GS 合成制御モジュールも、これ

らの機能モジュールから構成されている。GS 活性制御モジュールは Plant モジュ

ール、Sensor モジュール、Computer モジュール、GS Activity Actuator モジュー

ルから構成される(図 2.1-5)。GS 合成制御モジュールは Plant モジュール、Sensor

モジュール、Computer モジュール、Regulator モジュール、GS Synthesis Actuator

モジュールから構成される(図 2.1-6)。 

生化学ネットワークを工学的制御アーキテクチャと比較・分析するため、この

機能モジュールを典型的な制御ブロック図として表記したものを図 2.1-7 に示す。

各ブロックが、モジュールを表しており、相互接続してシステムを構成している。 

Computer モジュールからの GS 合成の信号は Regulator モジュールで増幅され、

GS Synthesis Actuator モジュールへと伝えられる。通常の工学的な制御ブロック
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図との大きな違いとして、生化学ネットワークには不安定さを有するポジティブ

フィードバックが存在するという点を挙げる事ができる。 
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図 2.1-4 機能モジュール 
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図 2.1-5 機能モジュール(GS 活性制御モジュール) 
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図 2.1-6 機能モジュール(GS 合成制御モジュール) 
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図 2.1-7 窒素同化システムの制御ダイアグラム 
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2.1.4. GS 活性制御モジュール 

 

GS の活性は UTase/UR(UTUR), PI, PII, GlnK といったタンパク質により調節さ

れている [23]。ここで、GlnK は PII と同じような機能を持つタンパク質である
[70][71][72]。UTUR は２つの機能を持つ蛋白質であり、UTUR に 2-ketoglutarat が結

合した場合には PII 及び GlnK をウリジル化(PII-UMP, GlnK-UMP)させる働きを示

す。この PII-UMP 及び GlnK-UMP は GS をアデニル化(不活性化)させ、GS-AMP

にする。逆に UTUR に glutamine が結合すると PII-UMP、GlnK-UMP を脱ウリジ

ル化させる働きを示す。PII、GlnK は GS-AMP を脱アデニル化(活性化)させる働

きを持つ[71][73][74]。すなわち、GS 活性制御では、glutamine 濃度が低下すると GS

が活性化され、結果としてアンモニアの同化速度は増加し、glutamine 濃度を回

復させることとなり、UTUR を中心に-ketoglutarate , glutamine による双方向の

制御がなされている [71]。窒素同化システム中の GS 活性制御モジュールを図 

2.1-8 に示す。また、GS 活性制御モジュールにおけるシグナルの流れを図 2.1-9

に示す。 
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図 2.1-8 GS 活性制御モジュール 
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図 2.1-9 GS 活性制御モジュールのシグナルの流れ 
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2.1.5. GS 合成制御モジュール 

 

GS の合成においては、glnA(GS)、Ntr 遺伝子発現が複数のプロモータにより調

節されている[75][76]。タンパク質 NRII、NRI はリン酸カスケード中にある。リン

酸化した NRII(NRII-P)は NRI をリン酸化する働きを示す。リン酸化した

NRI(NRI-P)はプロモータ glnAp2 に結合することで GS, NRI, NRII, GlnK, nac を転

写誘導し[77][78]、これらの発現量を増大させる。PII は NRII と複合体を形成する。

この複合体形成は NRII の自己リン酸化を妨げ、さらに NRI-P を脱リン酸化させ

る働きを示す[79]。これにより、NRI と NRII からなるリン酸カスケードの流れを

停止させる。glutamine濃度が低い場合、UTase/UR によりPIIはウリジル化され、

NRII との複合体を形成しない。この場合、リン酸カスケードの働きにより NRI

はリン酸化され NRI-P となる[80]。NRI-P は GS,NRI,NRII といった蛋白質をコー

ドする遺伝子オペロンを転写誘導し、GS,NRI,NRII の発現量を増大させる。NRI

がリン酸化されない場合も GS の転写を誘導するが、その発現量は NRI がリン酸

化した場合よりも低く抑えられる[81]。窒素同化システム中の GS 合成制御モジュ

ールを図 2.1-10 に示す。また、GS 合成制御モジュールにおけるシグナルの流れ

を図 2.1-9 に示す。 
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図 2.1-10 GS 合成制御モジュール 
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図 2.1-11 GS 合成制御モジュールのシグナルの流れ 
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2.2. 生命反応ネットワークの数式化 

 

2.2.1. Conventional Mass Action (CMA) 

 

 一般の化学反応式が以下のように与えられたとき 

:
ka kx

ks
E S E S E P     

各分子の時間変化を質量作用則(mass action law)であらわすと 

 

[ ]
[ ][ ] [ : ]

[ ]
[ ][ ] [ : ]

[ : ]
[ ][ ] ( )[ : ]

[ ]
[ : ]

d E
ka E S ks E S

dt
d S

ka E S ks E S
dt

d E S
ka E S ks kx E S

dt
d P

kx E S
dt

  

  

   

 

  

と表すことができる。 

 

上記の微分方程式は単純で理解しやすいが、ka、ks のオーダーの差が十万倍ほ

どになる。シミュレーションを行う際にはこのオーダーの差が問題を引き起こし、

多くの場合に非常に長い計算時間が必要となる。従って、様々な近似法が考案さ

れている[82]。特に、実験では測定しづらい E:S 複合体を取り除き生成反応を記述

したミカエリス・メンテン式はその たる例である。しかし、ミカエリス・メン

テン式は基質と酵素の物質量に極端な差がある場合を仮定しており、代謝などで

はその効果を発揮するがタンパク質相互作用には不向きである。実際に、遺伝子

発現を含む反応経路では、ほとんどがタンパク質相互作用によるものである。し

たがって CMA ではなくタンパク質相互作用を表す計算法が必要となる。 
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2.2.2. 二相分離法 

 

本研究においては、タンパク質相互作用を表す計算法として二相分離法[83]を用

いた。二相分離法は CMA に迅速平衡、定常状態近似を用いる。これにより計算

を結合相と反応相の二つに分離し、結合相では代数方程式、反応相では微分方程

式を用いることで計算の高速化を実現している。 

 

 具体的には、以下の反応式を 

:
ka kx

ks
E S E S E P    

二相分離法で表すと、 

]

[ ]
0

[
[ : ]

[ ]
[ : ]

[ : ] [ ][ ]

[ ] [ ] [ : ]

[ ] [ ] [ : ]

total

total

total

total

total

d E

dt
d S

kx E S
dt

d P
kx E S

dt
ka

E S E S
ks kx

E E E S

S S E S



 

 




 
 

 

と表すことができる。 

 

二相分離法の利点は、結合、解離定数におけるオーダーを無くすことで複合体

の物質濃度を詳細にシミュレーションが行えることである。しかし、結合相が非

線形代数方程式になるためその方程式の初期解を見つけるのが難しい。この問題

は一度、CMA で定常値をとるまでシミュレーションを行い、その解を用いること

で解決可能である。 
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2.2.3. 代謝部分のモデリング 

 

代謝によるアンモニア同化反応は、蛋白質相互作用のような反応と化学反応式

の上では同じようだが、実際にモデリングを行う際には、かなりの差異がある。

これはそれぞれの物質量の差に起因している。二相分離法は酵素、基質の物質量

が同じ程度の場合、その近似が効果を発揮する。しかし、酵素、基質の物質量の

差が大きければミカエリス・メンテン式を用いるべきである。よって代謝のよう

な反応経路はミカエリス・メンテン式で記述を行う。 

 

 本システムのシミュレーションは、代謝系にはミカエリス・メンテン式を、そ

の他の反応に対しては二相分離法を適用して数理モデルを作成した。 
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2.3. パラメタ最適化 

 

2.3.1.  遺伝的アルゴリズム(GA) 

 

 生命システムのシミュレーションを行う場合、生化学パラメタを設定する必要

がある。しかし、実験でそれらのパラメタの全てを得ることは非常に困難である

上、実験時の条件によってもその値は大きく変化する。窒素同化システムにおい

ても代謝反応に関わるパラメタに関する報告[84][85]は限られている。そこでシミュ

レーションモデルに用いるパラメタを 適な値にチューニングする必要がある。

本研究では、その 適化のために遺伝的アルゴリズムを使用した[86]。遺伝的アル

ゴリズムはある条件に対する 適解を求める 適化手法の一つである。対象とす

るモデルに使用するパラメタを遺伝子に見立て、 適化する複数のパラメタ１セ

ットを１個体として、複数の個体に対して評価を実行、評価結果に応じて個体同

士の交差や突然変異を行い、優秀な個体を次世代に残すという手法であり、生物

進化の過程を模倣している。これによりシミュレーションに適したパラメタを得

ることができる。 

 

 

図 2.3-1 遺伝的アルゴリズムの概念図 

 

以下に遺伝的アルゴリズムによる 適化手順の概要を説明する。 
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1. 初期個体の生成 

 広範囲の探索を行うためにはパラメタの多様性が必要である。個体は探索

空間の指定範囲内にランダムに生成される。必要となる個体数は探索対象と

なる解空間によって大きく異なり、数千～数万以上の初期個体が必要となる

ケースもある。 

 

2. 評価 

  生成された個体ごとに、評価関数を用いて評価値を計算する。この値が高

いほど優れた個体と判断される。個体ごとにシミュレーションを実行する必

要があるため、GA においては も時間を必要とする手順である。この評価

の段階で使用する評価関数の設定は、適切に 適化を進めるために も重要

な要素となる。 

 

3. 選択 

 次の操作である交差において、次世代の個体を生成するために親個体を決

定する必要がある。親個体は基本的に評価値が高い個体を用いるが、局所解

に陥ることを避けるために、複数の親個体の中に評価値が高くない個体を混

ぜる手法が取られることもある。 

 

4. 交差 

   選択された個体から新たな個体を作り出す操作である。交叉方法は様々で

UNDX、SPX、BLX 等の種類がある。本研究においては交差法として、UNDX

法を用いた。UNDX 法では両親を結ぶ直線状に第三の親との距離を基にした

正規分布の近傍の子個体を形成する方法である。これは他の方法に比べて生

成個体の多様性、収束の速さに優れる方法である。 

 

5. 突然変異 

 個体のパラメタに偏りがでると、それ以外の領域が探索されなくなる。そ

のため、ランダムでパラメタを変異させる必要がある。突然変異率が低いと

きは局所探索的性質が強い。逆に、高いときは検索点が広範囲に分散し、大

域探索的だが収束し難い。この突然変異により、パラメタ探索が局所解に陥

ることを防ぐ。 
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2.4. CADLIVE 

 

生命のシステム解析の際には、シミュレーションが大きな役割を果たすが、そ

のためには、生命システムのネットワークを多数の数式から構成される数学モデ

ルにまで書き下さなければならない。数学モデルを作成する作業は、非常に手間

がかかる作業である。本研究では、九州工業大学の倉田研究室で開発された生命

設計支援ソフト CADLIVE[8][87][88]を用いる事で、この数学モデルを作成する労力

を軽減させた。CADLIVE では生命システムネットワークをエディタ上に記載する

ことで、自動的に各反応を数式化し、出力する機能、さらにはその作成したモデ

ルを用いてシミュレーションを実行する機能までを備えている。CADLIVE は PC

上で起動する CADLIVE エディタ(図 2.4-1)と、Web 上で動く CADLIVE シミュレ

ータ(図 2.4-2)に分かれている。 
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2.4.1.  CADLIVE エディタ 

 

CADLIVE エディタは、用意されているシンボルを規則に従って配置する事で、

生命システムネットワークを描写することができる。さらに、描写されたネット

ワークの制御反応式を自動で生成し、XML 形式のファイルに保存する。 

 

 

図 2.4-1 CADLIVE エディタの画面 
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2.4.2.  CADLIVE シミュレータ 

 

CADLIVE シミュレータは、CADLIVE エディタより生成された XML 形式のフ

ァイルを読み込み、描写されたネットワークの制御反応式を数式に変換する機能

を有する。この数式をダウンロードする事で、C 言語等で記述した自作のシミュ

レーションプログラムで使用する事も可能である。もちろん、CADLIVE シミュレ

ータ上でシミュレーションを実行させる事もでき、遺伝的アルゴリズムを用いた

パラメタ 適化機能も備えられている。 

 

 

図 2.4-2  CADLIVE シミュレータの画面 
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2.5. 感度解析 

 

システムの評価を行う際に、重要となるのがシステム感度(Sensitivity) [89]であ

る。これはあるパラメタの変化に対して、システムがどの程度の影響を受けるか

を示すものである。パラメタの変化は、システム内部のものならば内乱、システ

ム外部のものであれば外乱を示すものとなる。このパラメタに対する感度を調べ

る事で、システムの特徴が明らかになる事も多い。例えば、ある結合定数に対す

る感度が極めて高ければ、その反応に関わる蛋白質が重要な役割を果たしている

と推測できる。 

 

2.5.1.  感度の計算式 

 

システムの感度を求める場合に も正確な算出方法は、感度を調べたいシステ

ムをあらわした数式を、求める感度のパラメタで微分することである。しかし、

多くの場合は、システムは複雑な微分方程式や代数方程式の集合であるため、あ

るパラメタで微分する事は困難である。そこでパラメタに微小な変化を与え、そ

の変化を与える前後におけるシステムの変化から算出する方法がとられる。すな

わち、あるパラメタ(parameter)に対するシステムの感度は以下の式で与えられる。 

 

ln ' ln

ln( ') ln( )

S S
Sensitivity

parameter parameter




  

 

[ ’ ]のついたものはパラメタ変化後の値であり、S はシステムの出力値を示す。 

 

本研究で対象とする窒素同化システムは、環境中のアンモニア濃度の変化に対

して、窒素と炭素のバランスを保つ働きを示す。すなわち、N/C がシステムの出

力となる。ここで、パラメタの摂動としては外部摂動(外乱)と内部摂動が考えら

れ、外部摂動に対する感度(External sensitivity)と内部摂動に対する感度(Internal 

sensitivity)をそれぞれ以下の式で定義した。External sensitivity は、アンモニア濃

度の変化に対する N/C 変化と定義している。 

3

ln /  
External sensitivity=

ln

N C ratio

NH




  

Internal sensitivity は、内部摂動としてタンパク質の合成速度(k)の変化に対する
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N/C 変化と定義している。 

ln /  
Internal sensitivity = 

ln

N C ratio

k




 

 

また、これらの摂動に対する感度に加えて、アンモニア濃度の広範囲の変化に対

する N/C の相対的な変化量を示す値として Relative change を定義した。 

 

3 3

ln(N/C ratio')-ln(N/C ratio)
Relative change  =

ln( ') ln( )NH NH-
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3. モデル作成 

 

3.1. システムのモデリング 

 

生命システムをシミュレーションにより解析するためには、モデリングが必要

となる。もちろん、解析の目的に応じて、モデリングに要求される精度も異なる。

仮に生命システムを詳細に再現する事を目的とするならば、モデリングの際には

システムに関わるあらゆる反応を組み込む必要があり、さらにはパラメタについ

ても高精度に調節する必要が生じる。本研究では、窒素同化システムの制御メカ

ニズムを明らかにする事を目的としているため、 低でもシステムが持つ制御を

再現可能なモデルを作成する必要がある。 

システムをモデリングする具体的な手順としては、既存の生命システムに関す

る知見からシステムの特徴を抜き出し、それらを組み合わせて制御反応モデルを

作成し、数学モデルに書き下す。今回のモデリングに関しては CADLIVE を使用

した。 

 

3.1.1.  モデリング手順 

 

 本研究におけるモデル作成の手順は以下の通りである。 

 

1. CADLIVE エディタを用いて、窒素同化システムのネットワークを描画

する。 

2. CADLIVE エディタにより生成された XML ファイルを CADLIVE シミ

ュレータに送付する。 

3. CADLIVE シミュレータ上で制御反応式から数式への変換を行う。選択

できる数式から二相分離法を選択して、変換された数式をダウンロー

ドする。 

4. また、二相分離法とは別に CMA 形式に変換した数式をダウンロード

する。 

5. MATLAB を用いて CMA 形式のモデルから定常値を計算し、これを初

期値として保存する。 

6. 作成したシミュレーションプログラム上で、3 及び 5 で得た数式と初

期値を用いて計算が可能である事を確認する。 
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7. 遺伝的アルゴリズムを用いて各種パラメタを 適化する。 

8. 7 の結果を踏まえ、微調整を加える。 

  



33 
 

3.1.2.  窒素同化システムの数学モデル 

 

 窒素同化システムを代数方程式及び微分方程式へと数式化した｡結合相・全物質

量は代数方程式に、反応相は微分方程式へと変換した。窒素同化システムの代数

方程式・微分方程式について表 3.1-1 に示す。 

 

表 3.1-1 窒素同化システムの数学モデルの代数方程式及び微分方程式 

全物質量  * [X]o means X of the total. 

[UTUR] o = [UTUR] + [UTUR:glutamine] + [UTUR:aKG] + [P2:UMP:UTUR:aKG] +  

[UTUR:glutamine:P2-UMP] + [GlnK:UMP:aKG:UTUR] + [GlnK-UMP:glutamine:UTUR] + 

[aKG:P2-UMP:glutamine:UTUR] + [aKG:P2:UMP:aKG:UTUR] 

[P2] o = [P2] + [P2:UMP:UTUR:aKG] + [P1:P2] + [GS:AMP:P1:P2] + [NR2:P2] + [NR2-P:P2:ADP] 

+  

[NR1-P:NR2:P2] + [aKG:P2] + [aKG:P2:UMP:aKG:UTUR] 

[P2-UMP] o = [P2-UMP] + [UTUR:glutamine:P2-UMP] + [P1:P2-UMP] + [GS-AMP:P1:P2-UMP] + 

[aKG:P2-UMP:P1] + [aKG:P2-UMP:glutamine:UTUR] + [GS-AMP:aKG:P2-UMP:P1] 

+  

[aKG:P2-UMP] 

[P1] o = [P1] + [P1:P2] + [P1:P2-UMP] + [GS:AMP:P1:P2] + [GS-AMP:P1:P2-UMP] +  

[GS-AMP:P1:GlnK-UMP] + [GS:AMP:P1:GlnK] + [GlnK-UMP:P1] + [GlnK:P1] +  

[aKG:P2-UMP:P1] + [GS-AMP:aKG:P2-UMP:P1] 

[GS] o = [GS] + [GS:AMP:P1:P2] + [GS:AMP:P1:GlnK] 

[GS-AMP] o = [GS-AMP] + [GS-AMP:P1:P2-UMP] + [GS-AMP:P1:GlnK-UMP] + 

[GS-AMP:aKG:P2-UMP:P1] 

[NR2] o = [NR2] + [NR2:P2] + [NR2:ATP] + [NR1-P:NR2:P2] + [NR2:GlnK] + [NR1-P:NR2:GlnK]

[NR2-P] o = [NR2-P] + [NR2-P:P2:ADP] + [NR1:NR2-P] + [NR2-P:ADP:GlnK] 

[NR1] o = [NR1] + [NR1:NR2-P] + [NR1:acetly] + [NR1:Enhancer(glnAp1)] + 

[NR1:Enhancer(glnLp1)] 

[NR1-P] o = [NR1-P] + [NR1-P:NR2:P2] + 4[NR1-P(4):Enhancer(glnAp2)] + [NR1-P:NR2:GlnK] + 

[NR1-P:Enhancer(GlnK)] + [NR1-P:governor] + [NR1-P:Enhancer(Nac)] 

[Enhancer(glnAp1)] o = [Enhancer(glnAp1)] + [NR1:Enhancer(glnAp1)] 

[Enhancer(glnLp1)] o = [Enhancer(glnLp1)] + [NR1:Enhancer(glnLp1)] 

[Enhancer(glnAp2)] o = [Enhancer(glnAp2)] + [NR1-P(4):Enhancer(glnAp2)] 
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[GlnK] o = [GlnK] + [GlnK:P1] + [NR2:GlnK] + [GS:AMP:P1:GlnK] + [GlnK:UMP:aKG:UTUR] +  

[NR2-P:ADP:GlnK] + [NR1-P:NR2:GlnK] 

[GlnK-UMP] o = [GlnK-UMP] + [GlnK-UMP:P1] + [GS-AMP:P1:GlnK-UMP] +  

GlnK-UMP:glutamine:UTUR] 

[governor] o = [governor] + [NR1-P:governor] 

[Enhancer(GlnK)] o = [Enhancer(GlnK)] + [NR1-P:Enhancer(GlnK)] 

[Enhancer(Nac)] o = [Enhancer(Nac)] + [NR1-P:Enhancer(Nac)] 

結合相 

[UTUR:glutamine] = Kb[1][UTUR][glutamine] 

[UTUR:aKG] = Kb[2][UTUR][aKG]  

[P2:UMP:UTUR:aKG] = Kb[3][UTUR:aKG][P2][UMP] 

[UTUR:glutamine:P2-UMP] = Kb[4][UTUR:glutamine][P2-UMP] 

[P1:P2] = Kb[5][P1][P2] 

[P1:P2-UMP] = Kb[6][P1][P2-UMP] 

[GS:AMP:P1:P2] = Kb[7][P1:P2][GS][AMP] 

[GS-AMP:P1:P2-UMP] = Kb[8][P1:P2-UMP][GS-AMP] 

[NR2:P2] = Kb[9][NR2][P2] 

[NR2:ATP] = Kb[10][NR2][ATP] 

[NR2-P:P2:ADP] = Kb[11][P2][NR2-P][ADP] 

[NR1:NR2-P] = Kb[12][NR1][NR2-P] 

[NR1:acetly] = Kb[13][NR1][acetly] 

[NR1-P:NR2:P2] = Kb[14][NR2:P2][NR1-P] 

[NR1:Enhancer(glnAp1)] = Kb[15][NR1][Enhancer(glnAp1)] 

[NR1:Enhancer(glnLp1)] = Kb[16][NR1][Enhancer(glnLp1)] 

[NR1-P(4):Enhancer(glnAp2)] = Kb[17]4[NR1-P]4[Enhancer(glnAp2)] 

[GS-AMP:P1:GlnK-UMP] = Kb[18][GlnK-UMP:P1][GS-AMP] 

[GS:AMP:P1:GlnK] = Kb[19][GS][GlnK:P1][AMP] 

[NR2-P:ADP:GlnK] = Kb[20][NR2-P][GlnK][ADP] 

[NR1-P:NR2:GlnK] = Kb[21][NR1-P][NR2:GlnK] 

[GlnK:UMP:aKG:UTUR] = Kb[22][GlnK][UTUR:aKG][UMP] 

[GlnK-UMP:glutamine:UTUR] = Kb[23][GlnK-UMP][UTUR:glutamine] 

[GlnK-UMP:P1] = Kb[24][GlnK-UMP][P1] 

[GlnK:P1] = Kb[25][GlnK][P1] 
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[NR1-P:Enhancer(GlnK)] = Kb[26][NR1-P][Enhancer(GlnK)] 

[NR1-P:governor] = Kb[27][NR1-P][governor] 

[NR2:GlnK] = Kb[28][GlnK][NR2] 

[NR1-P:Enhancer(Nac)] = Kb[29][Enhancer(Nac)][NR1-P] 

[aKG:P2] = Kb[30]3[aKG]3[P2]   

[aKG:P2-UMP:P1] = Kb[31][aKG:P2-UMP][P1]                         

[GS-AMP:aKG:P2-UMP:P1] = Kb[32][aKG:P2-UMP:P1][GS-AMP]   

[aKG:P2-UMP:glutamine:UTUR] = Kb[33][aKG:P2-UMP][UTUR:glutamine] 

[aKG:P2:UMP:aKG:UTUR] = Kb[34][aKG:P2][UTUR:aKG][UMP] 

[aKG:P2-UMP] = Kb[35]3[aKG]3[P2-UMP] 

 

反応相 

o

o

o

[ ( )]
[1]([ 1- (4) : ( 2)] /[ ( 2)] ) [ ( )]

(1.3 [ : ] /[ ] )
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d mRNA GS
km NR P Enhancer glnAp Enhancer glnAp DNA GS

dt
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- [2][ ( )]　　　　kmd mRNA GS

 

o

o

o

[ ( 1)]
 [3](1.0 - ([ 1: ( 1)] /[ ( 1)] )) [ ( 1)]
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(1.3 [ : ] /[ ]

  

 
  

　　　　　　　　　

　　　　　　　　　

d mRNA NR
km NR Enhancer glnLp Enhancer glnLp DNA NR

dt
km NR P Enhancer glnAp Enhancer glnAp DNA NR
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- [2][ ( 1)]　　　　　　　　　kmd mRNA NR

 

o

o

[ ( 2)]
 [5](1.0 - ([ 1: ( 1)] /[ ( 1)] )) [ ( 2)] 
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d mRNA NR
km NR Enhancer glnLp Enhancer glnLp DNA NR

dt
km NR P Enhancer glnAp Enhancer glnAp DNA NR
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- [3][ ( 2)]　　　　　　　　　kmd mRNA NR
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d mRNA GlnK
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dt
kmd mRNA GlnK  
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d mRNA nac
km NR P Enhancer Nac Enhancer Nac DNA nac

dt
kmd mRNA nac  

[ 2]
 - [1][ 2 : : : ] [2][ : : 2 - ]

- [3][ : 2 : : : ] [4][ : 2 : : ]

d P
kx P UMP UTUR aKG kx UTUR glutamine P UMP
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kx aKG P UMP aKG UTUR kx aKG P UMP glutamine UTUR
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[ 2 - ]
- [2][ : : 2 - ] [1][ 2 : : : ]

[3][ : 2 : : : ] [4][ : 2 : : ]

d P UMP
kx UTUR glutamine P UMP kx P UMP UTUR aKG

dt
kx aKG P UMP aKG UTUR kx aKG P UMP glutamine UTUR

 

  　　　　　　　  

[ ]
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kx GS AMP P P kpd GS AMP P P kx GS AMP P P UMP
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kp mRNA GS kpd GS kx GS - AMP P G K -UMP
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- [33][ : : : 1] - [34][ 1- : 2 :

d GlnK
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3.1.3.  窒素同化システムの初期値の決定 

 

 代数方程式を解くにあたっては、初期値の決定が非常に重要な問題となる。し

かしながら、各種パラメタを設定する以前に初期値を決定することはできないの

で、まずは計算実行可能な仮の値を代入しておくことになる。本研究においては、

二相分離法とは別に CMA 形式に変換した数式を用意し、数値計算ソフトウェア

(MATLAB)を用いて定常値計算したものを用いた。定常値計算における各種パラ

メタは、無理のない程度の適当な値とした。この初期値の決定に関しては、その

他の手段でも適当な定常値が得られる方法ならば問題ない。この手順の後、3.1.4

に示すパラメタの 適化を実施し、 適化されたパラメタを用いた計算で得られ

た定常値を窒素同化システムの初期値として用いた。この初期値を表 3.1-2 に示

す。 

 

表 3.1-2 窒素同化システムの数学モデルで用いる初期値 

構成要素 定義 濃度 

UTUR UTase/UR 2.763105×10-6 [nM] 

P2 PII  5.418544×10-1 [nM] 

P2-UMP uridylated PII 6.748318×10-1 [nM] 

GlnK GlnK  7.964620×10 [nM] 

GlnK-UMP uridylated GlnK 4.724517×10 [nM] 

GS glutamine synthetase 1.535636×102 [nM] 

GS-AMP adenylylated GS 4.309176×10 [nM] 

GOGAT glutamate synthase 6.000000×102 [nM] 

GDH glutamine dehydrogenase 1.000000×102 [nM] 

P1 PI, adenylyltransferase  3.427711 [nM] 

NR1 NRI  4.687643×10-1 [nM]

NR1-P phosphorylated NRI 6.554415×10 [nM] 

NR2 NRII 1.214602×10-2 [nM]

NR2-P phosphorylated NRII 1.075513×102 [nM] 

nac  3.447690×10-1 [nM]

Enhancer(glnAp1) enhancer 9.552226×10-1 [nM]

Enhancer(glnLp1) enhancer 9.552226×10-1 [nM]

Enhancer(glnAp2) enhancer 9.315546×10-1 [nM]
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Enhancer(GlnK) enhancer 1.502762×10-2 [nM]

Enhancer(Nac) enhancer 9.384876×10-1 [nM]

AMP  1.00×106 [nM] 

ADP  1.00×106 [nM] 

ATP  1.00×106 [nM] 

UMP  1.00×106 [nM] 

mRNA(GS) mRNA of GS 3.447689×10-1 [nM]

mRNA(NR1) mRNA of NRI 2.811910×10-1 [nM]

mRNA(NR2) mRNA of NRII 2.811910×10-1 [nM]

mRNA(GlnK) mRNA of GlnK 2.462431×10-1 [nM]

mRNA(nac) mRNA of nac 1.537818×10-2 [nM]

DNA1(GS) gene encoding GS 1.00 [nM] 

DNA1(NR1) gene encoding NRI 1.00 [nM] 

DNA1(NR2) gene encoding NRII 1.00 [nM] 

DNA(GlnK) gene encoding GlnK 1.00 [nM] 

DNA(nac) gene encoding of nac 1.00 [nM] 

ammonia  1.000000×105 [nM] 

aKG 2-ketoglutarate (2-KG) 3.486786×106 [nM] 

glutamine  3.983876×105 [nM] 

glutamate  3.065781×107 [nM] 

UTUR:glutamine glutamine-bound UTase/UR 1.100787 [nM] 

UTUR:aKG 2-ketoglutarate -bound UTase/UR 9.634354×10 [nM] 

P2:UMP:UTUR:aKG PII:UMP:UTase/UR: 2-ketoglutarate 5.220417×10-1 [nM]

UTUR:glutamine:P2-UMP UTase/UR:glutamine:PII-UMP 7.428459×10-1 [nM]

P1:P2 PI:PII 1.857320×10 [nM] 

P1:P2-UMP PI:PII-UMP 2.313128×10-4 [nM]

NR2:P2 NRII:PII 6.581371×10-2 [nM]

NR2:ATP NRII:ATP 1.214602 [nM] 

NR2-P:P2:ADP NRII-P:PII:ADP 5.827713×10-1 [nM]

NR1:NR2-P NRI:NRII-P 5.041620×10-3 [nM]

NR1:acetyl NRI:acetylphosphate 4.687643×101 [nM] 

NR1-P:NR2:P2 NRI-P:NRII:PII 4.313704×10 [nM] 
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NR1:Enhancer(glnAp1) NRI:Enhancer(glnAp1) 4.477742×10-2 [nM]

NR1:Enhancer(glnLp1) NRI:Enhancer(glnLp1) 4.477742×10-2 [nM]

NR1-P(4):Enhancer(glnAp2) NRI-P(4):Enhancer(glnAp2) 6.844537×10-2 [nM]

GS:AMP:P1:P2 GS:AMP:PI:PII 2.852168×10-1 [nM]

GS-AMP:P1:P2-UMP GS-AMP:PI:PII-UMP 9.967678×10-7 [nM]

NR2:GlnK NRII:GlnK 4.848405 [nM] 

GS-AMP:P1:GlnK-UMP GS-AMP:PI:GlnK-UMP 6.978399×10-2 [nM]

GS:AMP:P1:GlnK GS:AMP:PI:GlnK 4.192351×10-4 [nM]

NR2-P:ADP:GlnK NRII-P:ADP:GlnK 8.566050×10-2 [nM]

NR1-P:NR2:GlnK NRI-P:NRII:GlnK 3.177846 [nM] 

GlnK:UMP:aKG:UTUR GlnK:UMP: 

2-ketoglutarate:UTase/UR 

7.673397×10-1 [nM]

GlnK-UMP:glutamine:UTUR GlnK-UMP:glutamine:UTase/UR 5.200685×10-1 [nM]

GlnK-UMP:P1 GlnK-UMP:PI 1.619428 [nM] 

GlnK:P1 GlnK:PI 2.730041 [nM] 

NR1-P:Enhancer(GlnK) NRI-P:Enhancer(GlnK) 9.849724×10-1 [nM]

NR1-P:Enhancer(Nac) NRI-P:Enhancer(Nac) 6.151237×10-2 [nM]

governor governor of glnAp2 9.384876×10-1 [nM]

NR1-P:governor NRI-P:governor 6.151237×10-2 [nM]

aKG:P2 aKG:PII 2.296986×10 [nM] 

aKG:P2-UMP:P1 2-ketoglutarate:PII-UMP:PI 9.805630×10-3 [nM]

GS-AMP:aKG:P2-UMP:P1 GS-AMP: 

2-ketoglutarate:PII-UMP:PI 

4.225419×10-5 [nM]

aKG:P2-UMP:glutamine:UTUR 2-ketoglutarate:PII-UMP:glutamine: 

UTase/UR 

3.149013×10-3 [nM]

aKG:P2:UMP:aKG:UTUR 2-ketoglutarate:PII:UMP:aKG: 

UTase/UR 

2.212998×10-4 [nM]

aKG:P2-UMP 2-ketoglutarate:PII-UMP 2.860693×10 [nM] 
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3.1.4.  窒素同化システムのパラメタ最適化 

 

システムのシミュレーションを実行する際には、各種パラメタの値が重要であ

る。数学モデルが解析対象となる挙動を再現可能か否かは、パラメタの値によっ

て大きく左右される。しかしながら、ネットワークの制御反応に比べると、パラ

メタの値に関しては文献から得られる情報は限定的である。特にタンパク質の結

合定数は実験による測定が困難であり、さらに試験管内での実験で得られた値が

生体内での値と同一である保証はない。本研究では、結合定数 [Keq] について、

遺伝的アルゴリズムを用いた 適化法を用いることで、数学モデルで使用する値

を決定した。 

  

2.3.1 で示すように、遺伝的アルゴリズムのよる 適化手法は汎用性を持つが、

評価を実施するための評価式は対象とするシステムの出力を考慮して作成する必

要がある。すなわち、遺伝的アルゴリズムによる 適化においては適切な評価関

数の設定が重要である。本窒素同化システムのパラメタ 適化においては、以下

の様に評価値を与えた。 

 

/ /

/ /

N C N C
Fitness

N C N C


3

3

　ratio(low NH  conc.)　- 　ratio(Peak)
評価値：

　ratio(high NH  conc.)- 　ratio(Peak)
 

 

ここで、low NH3 conc.は環境中のアンモニア濃度が低い状態を指し、high NH3 

conc.は環境中のアンモニア濃度の高い状態を示す。シミュレーションでは、アン

モニア濃度を 1.000000×105 [nM]と与えており、シミュレーション内の時間が

1000[min]に達した時にアンモニア濃度を 1/10 へと低下させることで低濃度状態

とした。環境中のアンモニア濃度が高い状態での N/C を A、急激なアンモニア濃

度の低下により減少した N/C の 小値を Peak、その後のシステムの挙動により

回復したアンモニア濃度が低い状態での N/C を B として、一旦減少した N/C が

どこまで回復するかを(B-Peak) / (A-Peak)の式で表し、これを評価値とした。こ

れにより、アンモニアの濃度低下に伴い、減少した N/C がシステムの働きにより

回復する挙動を示すパラメタを得ることができた。本研究では、GS 濃度やその

他のタンパク質濃度なども考慮した補助的な評価式を用いた 適化や手動による

パラメタの微調節を経て、 終的なパラメタを決定している。窒素同化システム

の数学モデルで用いたパラメタを表 3.1-3 に示す。 
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図 3.1-1 遺伝的アルゴリズムの評価値の決定 

 

表 3.1-3 窒素同化システムの数学モデルのパラメタ 

パラメタ 説明 値 補足 

Kb[1] association constant between glutamine and 

UTUR 

109 [M-1] 適化 

Kb[2] association constant between aKG and UTUR 1010 [M-1] 適化 

Kb[3] association constant between P2, UMP and 

aKG:UTUR 

1010 [M-2] 適化 

Kb[4] association constant between P2-UMP and 

glutamine:UTUR 

109 [M-1] 適化 

Kb[5] association constant between P2 and P1 109 [M-1] 適化 

Kb[6] association constant between P2-UMP and P1 105 [M-1] 適化 

Kb[7] association constant between GS, AMP and P1:P2 109 [M-2] 適化 

Kb[8] association constant between GS-AMP and 

P1:P2-UMP 

105 [M-1] 適化 

Kb[9] association constant between NR2 and P2 1010 [M-1] 適化 

Kb[10] association constant between NR2 and ATP 105 [M-1] 適化 

Kb[11] association constant between P2, ADP and NR2-P 1010 [M-2] 適化 

Kb[12] association constant between NR1 and NR2-P 105 [M-2] 適化 
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Kb[13] association constant between NR1 and acetly 105 [M-2] 適化 

Kb[14] association constant between NR2:P2 and NR1-P 1010 [M-1] 適化 

Kb[15] association constant between NR1 and 

Enhancer(glnAp1) 

108 [M-1] 適化 

Kb[16] association constant between NR1 and 

Enhancer(glnLp1) 

108 [M-1] 適化 

Kb[17] association constant between NR1-P and 

Enhancer(glnAp2) 

106.9 [M-4] 適化 

Kb[18] association constant between GS-AMP and 

GlnK-UMP :P1 

106 [M-1] 適化 

Kb[19] association constant between GS, AMP and 

GlnK:P1 

106 [M-2] 適化 

Kb[20] association constant between NR2-P, ADP and 

GlnK 

107 [M-2] 適化 

Kb[21] association constant between NR1-P and 

NR2:GlnK 

107 [M-1] 適化 

Kb[22] association constant between GlnK, UMP and 

UTUR:aKG 

108 [M-2] 適化 

Kb[23] association constant between GlnK-UMP and 

UTUR:glutamine 

107 [M-1] 適化 

Kb[24] association constant between GlnK-UMP and P1 107 [M-1] 適化 

Kb[25] association constant between GlnK and P1 107 [M-1] 適化 

Kb[26] association constant between NR1-P and 

Enhancer(GlnK) 

109 [M-1] 適化 

Kb[27] association constant between NR1-P and governor 106 [M-1] 適化 

Kb[28] association constant between NR2 and GlnK 109.7 [M-1] 適化 

Kb[29] association constant between NR1-P and 

Enhancer(Nac) 

106 [M-1] 適化 

Kb[30] association constant between aKG and P2 103 [M-3] 適化 

Kb[31] association constant between aKG:P2-UMP and 

P1 

105 [M-1] 適化 

Kb[32] association constant between GS-AMP and 

aKG:P2-UMP:P1 

105 [M-1] 適化 
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Kb[33] association constant between aKG:P2-UMP and 

glutamine:UTUR 

105 [M-1] 適化 

Kb[34] association constant between aKG:P2, aKG:UTUR 

and UMP 

105 [M-2] 適化 

Kb[35] association constant between aKG and P2-UMP 103 [M-3] 適化 

km[1] transcription rate constant of mRNA(GS) 

enhanced by glnAp2 

0.15 [min-1] 推定値 

km[2-3] transcription rate constant 0.03 [min-1] 推定値 

km[4] transcription rate constant of mRNA(NR1) 

enhanced by glnAp2 

0.06 [min-1] 推定値 

km[5] transcription rate constant 0.03 [min-1] 推定値 

km[6] transcription rate constant of mRNA(NR2) 

enhanced by glnAp2 

0.06 [min-1] 推定値 

km[7-11] transcription rate constant 0.03 [min-1] 推定値 

kmd[1-5] mRNA degradation rate constant 0.12 [min-1] 推定値 

kp[1-5] translation rate constant 20.0 [min-1] 推定値 

kpd[1-41

] 

protein degradation rate constant 0.035 [min-1] 文献値 [65]

kx[1] reaction rate constant 10.0 [min-1] 推定値 

kx[2-19] reaction rate constant 7.0 [min-1] 推定値 

Q[1] synthesis rate of the glutamine(GS) 3×10-2 [G-1][min-1] 推定値 

Q[2] synthesis rate of the glutamate(GOGAT) 9×10-3 [G-1] [min-1] 推定値 

Q[3] synthesis rate of the glutamate(GDH) 1.8×10-1 [G-1] [min-1] 推定値 

Q[4] outflow and inflow rate of the aKG(TCA) 1.056 ×10-1 [min-1] 推定値 

kf[1] outflow rate of the glutamine 2.82×104 [min-1] 文献値 [66]

kf[2] outflow rate of the glutamate 1.8×106 [min-1] 推定値 

kf[3] inflow rate of the aKG 2.184×104 [min-1] 推定値 

kr[1]  2.88×103 [min-1] 文献値 [66]

K[1]  715.2 [-] 文献値 [67]

ki[1]  3.6×10-3 [min-1] 推定値 

Km[1] Michaelis constant of aKG 6.0×10-3 [M] 文献値 [66]

Km[2] Michaelis constant of NADPH 1.3×10-5 [M] 文献値 [66]

Km[3] Michaelis constant of ammonia 3.3×10-3 [M] 文献値 [66]
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Km[4] Michaelis constant of glutamate 3.8×10-3 [M] 文献値 [66]

Km[5] Michaelis constant of NADP+ 6.1×10-6 [M] 文献値 [66]

Km[28] Michaelis constant of glutamate 3.7×10-3 [M] 文献値 [67]

Km[7] Michaelis constant of glutamine 2.5×10-3 [M] 文献値 [67]

Km[8] Michaelis constant of ATP 5.0×10-4 [M] 文献値 [67]

Km[9] Michaelis constant of ADP 4.4×10-5 [M] 文献値 [67]

Km[10] Michaelis constant of ammonia 6.0×10-5 [M] 文献値 [67]

Km[11] Michaelis constant of Pi 3.0×10-3 [M] 文献値 [67]

Km[12] Michaelis constant of glutamine 2.5×10-4 [M] 文献値 [90]

Km[13] Michaelis constant of aKG 7.3×10-6 [M] 文献値 [90]

Km[14] Michaelis constant of NADPH 7.7×10-6 [M] 文献値 [90]

Km[15] Michaelis constant of ammonia 3.6×10-5 [M] 推定値 

Km[16] Michaelis constant of glutamine 1.0×10-2 [M] 推定値 

Km[17] Michaelis constant of glutamate 1.0×10-2 [M] 推定値 

Km[18] Michaelis constant of Dummy ( from TCA) 1.0×10-3 [M] 推定値 

Km[19] Michaelis constant of aKG 1.0×10-3 [M] 推定値 
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4. システムのシミュレーション 

 

4.1. 環境中のアンモニア濃度変化時のシミュレーション[91] 

 

 窒素同化システムは、環境中のアンモニア変化に対して N/C を一定に保つよう

に制御が働く。作成した数学モデルを用いて環境中のアンモニア変化に対するシ

ステムの挙動をシミュレーションした。環境中のアンモニア濃度をシミュレーシ

ョン内の時間で 1000[min]経過時に 1/10 まで低下させ、その変化に対する N/C と

GS 濃度の変化を調べた。プロットした結果を図 4.1-1 に示す。1000[min]の時点

でアンモニア濃度の低下に伴い、N/C が急激に低下している事が示された。GS

の濃度は、アンモニア濃度低下前の約 200[nM]からアンモニア濃度低下後は

800[nM]以上まで増加している事が示された。アンモニア濃度の低下に対して、

システムが GS の発現量を増加させ、N/C を回復させる挙動が再現できた。 

 

 

図 4.1-1 環境中のアンモニア濃度低下時のシステムの挙動 

(実線が N/C 点線が GS 濃度) 
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4.2. 実験値とシミュレーション結果との比較 

 

 4.1 のシステムのシミュレーションにおいて、環境中のアンモニア濃度の減少

に対して、システムが GS を調節する事で N/C を維持するように働く事が示され

た。ただし、この挙動のみでシステムを再現したと考慮する事はできず、その他

の検証が必要とされる。本研究では、大腸菌の遺伝子ノックアウト株におけるア

ンモニア濃度の通常時、減少時の GS 活性を測定した実験結果[92]と、対象のタン

パク質の発現や濃度を 0 とすることでノックアウト株を模擬したモデルの GS 濃

度とを比較した。結果を表 4.2-1 に示す。GS 活性値と GS 濃度の比較であるた

め、定性的な比較ではあるが、Wild Type と比較して、各遺伝子ノックアウト株

の GS 活性の増減とシミュレーションで得られた GS 濃度の増減は一致した。 

 

 

 

表 4.2-1 遺伝子ノックアウト実験とシミュレーションとの比較 

 NH3 通常時 NH3 制限時 

  実験結果 (n) 
A 

Simulation [nM] 
B 

 実験結果(n) A Simulation 

[nM] B 

Wild Type 150 197.01 1000 828.20

∆glnG(NRI) 70 142.86 50 142.86

∆glnL(NRII) 500 854.25 700 854.25

∆glnD(UTUR) 80 148.54 400 223.91

∆glnB(PII) 900 868.25 1000 866.59

∆glnK(GlnK) 200 233.20 1000 868.09

A: 透過性細胞内の GS 活性値(GS transferase activity) [92]。 

複数の実験結果の平均。  

B: シミュレーションによる GS 濃度 
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4.3. 環境中のアンモニア濃度に対する N/C と GS 濃度 

  

 環境中のアンモニア濃度を 5.000000×10-5 [M]から徐々に減少させ、その後に再

び 5.000000×10-5 [M]まで増加させた場合の N/C 及び GS 濃度の値をシミュレー

ションした。その結果を図 4.3-1 に示す。アンモニア濃度が減少すると、N/C は

徐々に増加するが、アンモニア濃度が 2.000000×10-5 [M]を下回ったあたりで急激

に N/C が回復し、その後、アンモニア濃度の減少に伴って N/C も低下している。

同様に GS 濃度もアンモニア濃度の減少に伴って増加しているが、アンモニア濃

度が 1.500000×10-5 [M]を下回ると、GS 濃度の増加が頭打ちになり、N/C を維持

する事ができなくなっている。さらに、アンモニア濃度を減少させた場合の挙動

とアンモニア濃度を増加させた場合の挙動が異なっており、いったんアンモニア

濃度を減少させた後にアンモニア濃度を増加させると、同じアンモニア濃度域で

も N/Cと GS濃度の値が高い値を示し、いわゆるヒステリシス[38][93]を示している。

これは、GS の発現量の制御において、NRI、glnAp2 からなる遺伝子調節がポジ

ティブフィードバック [94]を形成している為と推測できる。すなわち、NRI-P は

glnAp2 に結合し、GS,NRI,NRII といった蛋白質をコードする遺伝子オペロンを転

写誘導し、GS,NRI,NRII の発現量を増大させるが、発現量が増大した NRI はリン

酸化され、さらに NRI の発現量を増大させる。アンモニア濃度が減少する事で、

一度ポジティブフィードバックが働くと、NRI が自身の発現量を増大させ続けよ

うとするため、アンモニア濃度を増加させても GS 濃度が高く維持されたままに

なると推測できる。 
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図 4.3-1 アンモニア濃度に対する N/C と GS 濃度 

(実線が N/C 点線が GS 濃度) 
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4.4. GlnK ノックアウト株のアンモニア濃度に対する N/C と GS 濃度 

 

 4.2 において、アンモニア濃度に対して、N/C と GS 濃度はヒステリシスを示

した。その原因としては、NRI と glnAp2 から構成されるポジティブフィードバ

ックが考えられる。このポジティブフィードバックを抑制するフィードバックも

存在しており、GlnK がそのフィードバックを形成している。仮にシステムネット

ワーク中に GlnK が存在しないとすると、ポジティブフィードバックはよりシス

テムに影響を及ぼすと推測できる。そこで、GlnK の発現量を 0 とすることで、

GlnK をノックアウトした株を再現し、 4.2 と同様にアンモニア濃度を

5.000000×10-5 [M]から徐々に減少させ、その後に再び 5.000000×10-5 [M]まで増

加させた。その際の N/C と GS 濃度を図 4.4-1 に示す。ポジティブフィードバッ

クの効果が強くなり、アンモニア濃度を増加させても、N/C と GS 濃度が高い値

を示したままになっている。このヒステリシス挙動については、5 章の理論解析

で別途解析を進めた。 

 

 

図 4.4-1 GlnK ノックアウト株のアンモニア濃度に対する N/C と GS 濃度 

(実線が N/C 点線が GS 濃度) 
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4.5. 制御モジュールごとのシミュレーション 

 

4.5.1. GS 活性制御モジュールのシミュレーション 

  

 窒素同化システムにおける GS の制御は GS 活性制御と GS 合成制御とに分け

る事ができる。GS 活性制御の特徴を明らかにするために、GS 活性制御モジュー

ルのみのシステム(図 2.1-5)でシミュレーションを実施した。GS 活性制御モジュ

ールでは、N/C の変化に対し、GS の活性と不活性を調節する事で対応する。シ

ミュレーションでは 1000[min]の時点でアンモニア濃度を 1/5 に減少させ、N/C

の変化を調べた。結果を図 4.5-1 に示す。アンモニア濃度の減少に伴って N/C が

減少しており、その回復率はわずかである事がわかる。 

 

 

図 4.5-1 GS 活性制御モジュールにおけるアンモニア減少時の N/C 
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4.5.2. GS 合成制御モジュールのシミュレーション 

 

 続いて、GS 合成制御の特性を明らかにするために、GS 合成制御モジュールの

みのシステム(図 2.1-6)でシミュレーションを実施した。GS 合成制御モジュール

では、N/C の変化に対し、GS の発現量を調節する事で対応する。シミュレーシ

ョンでは、1000[min]の時点でアンモニア濃度を 1/5 に減少させ、N/C の変化を調

べた。結果を図 4.5-2 に示す。アンモニア濃度の減少に伴って N/C が減少してい

るが、その後に急激な回復を示し、一時的に 0.15 よりも高い値を示した後に約

0.1 に落ち着いている。すなわち、GS 合成制御モジュールによる制御では、オー

バーシュートが発生している事が分かる。 

 

 

図 4.5-2 GS 合成制御モジュールにおけるアンモニア減少時の N/C 
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4.5.3. 両制御モジュールを持つシステムのシミュレーション 

 

 GS 活性制御モジュールと GS 合成制御モジュールの両モジュールを保持する

通常の窒素同化システムについて、4.5.1 と 4.5.2 同様に 1000[min]の時点でアン

モニア濃度を 1/5 に減少させ、N/C の変化を調べた。その結果を図 4.5-3 に示す。

ここでは、4.5.2 で認められたオーバーシュートが緩和されている事が分かる。す

なわち、GS 活性制御モジュールを備える事で、システムは GS の過剰な生産を

抑制している事と考えられる。 

 

 

図 4.5-3 両方の制御モジュールを持つシステムにおけるアンモニア減少時の N/C 
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4.6. システムの感度解析 

 

 システムの特性を解明する際には、システムがどのような変化に対して頑強か、

もしくは影響を受けるかについて明らかにする事が有用である。本研究では、2.5

で示す感度解析について、以下の 3 種類の感度解析を実施した。それぞれの定義

を以下に示す。 

 

External Sensitivity は、アンモニア濃度変化(外乱)に対する N/C の変化と定義し

た。環境中のアンモニアが微細に変化した場合の N/C の変化を示す。窒素同化シ

ステムは、環境中のアンモニア変化に対して N/C 変化を小さくするように働くた

め、この値が小さい方がシステムが効果的に機能していることを示す。 

 

3

ln /  
External sensitivity=

ln

N C ratio

NH




  (1) 

 

Internal sensitivity は、システム内のタンパク質濃度もしくは合成係数の変化(内

部摂動)に対する N/C の変化と定義した。システムで用いているタンパク質は、

一定値としているものと発現量がコントロールされているものがある。一定値と

しているタンパク質については、その値自体に摂動を与え、発現量がコントロー

ルされているものについては、その合成係数に摂動を与えた。 

 

ln /  
Internal sensitivity = 

ln

N C ratio

k




  (2) 

 

これらの感度に加えて、アンモニアの広範囲の変化に対する相対的な N/C 変化を

Relative change として、定義した。 

 

3 3

ln(N/C ratio')-ln(N/C ratio)
Relative change  =

ln( ') ln( )NH NH-
 (3) 
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4.6.1. 各制御モジュールにおけるタンパク質の感度解析 

 

 GS 活性制御モジュールと GS 合成制御モジュールのシステム上の特性を明

らかにする為に、各モジュールのネットワークを構成するタンパク質について、

Internal sensitivity を計算した。ここでは、タンパク質の濃度もしくは発現速度を

微小に変化させ、それに対する N/C の変化を示している。GS 活性制御モジュー

ルの Internal sensitivity を図  4.6-1 に、GS 合成制御モジュールの Internal 

sensitivity を図  4.6-2 に、両方のモジュールを備えたシステムの Internal 

sensitivity を図 4.6-3 に示す。比較すると、GS 活性制御モジュールでは、GS 合

成制御モジュールや両方のモジュールを備えたシステムよりも Internal 

sensitivity は低い値を示した。逆に GS 合成制御モジュールや両方のモジュール

を備えたシステムでは、特に NRII と NRI、PII の感度が高い値を示した。PII の発

現制御については、フィードバックループによる制御は報告されていない[95]ため、

一定の発現がなされていると考えられる。 
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図 4.6-1 GS 活性制御モジュールにおける感度(Internal sensitivity) 

 

 

図 4.6-2 GS 合成制御モジュールにおける感度(Internal sensitivity) 
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図 4.6-3 両 GS 制御モジュールを備えたシステムにおける感度(Internal sensitivity) 
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4.6.2. 各タンパク質に対する感度解析 

 

 窒素同化システムのネットワークを構成するタンパク質が、それぞれどのよう

な役割を持っているのかを明らかにする為に、各タンパク質の濃度や発現量を 0

～2 倍まで変化させ、その時のシステムの制御性能＝External Sensitivity と GS

濃度を計算した。タンパク質については、その発現機構が数学モデルに含まれる

ものは mRNA の転写速度係数を変化させ、それ以外のタンパク質については、濃

度そのものを変化させた。 

UTUR がシステムの External Sensitivity と GS 濃度に与える影響について図 

4.6-4 に、PII がシステムの External Sensitivity と GS 濃度に与える影響について

図 4.6-5 に、PI がシステムの External Sensitivity と GS 濃度に与える影響につい

て図 4.6-6 に、GlnK がシステムの External Sensitivity と GS 濃度に与える影響に

ついて図 4.6-7 に、NRII がシステムの External Sensitivity と GS 濃度に与える影

響について図 4.6-8 に、NRI がシステムの External Sensitivity と GS 濃度に与え

る影響について図 4.6-9 にそれぞれ示す。 

4.6.1 の図 4.6-3 では、PII と NRII、NRI の感度が高い値を示していた。図 4.6-4

～図 4.6-9 までを比較すると、PII、NRII、NRI のグラフには GS 濃度が急激に増

加し、これに伴い External Sensitivity が急激に変化する領域が認められる。 
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図 4.6-4 UTUR の External Sensitivity と GS 濃度への影響 

 

 

図 4.6-5 PII の External Sensitivity と GS 濃度への影響 
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図 4.6-6 PI の External Sensitivity と GS 濃度への影響 

 

 

図 4.6-7 GlnK の External Sensitivity と GS 濃度への影響 
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図 4.6-8 NRII の External Sensitivity と GS 濃度への影響 

 

 

図 4.6-9 NRI の External Sensitivity と GS 濃度への影響 
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4.6.3. 広範囲のアンモニア濃度変化に対する相対的な N/C 変化  

 

 実際の環境中では、アンモニア濃度の変化は微小なものではなく、大きく濃度

変化を示す場合も考えられる。4.6.2 では、タンパク質濃度が大きく変化した場合

にはシステムの External sensitivity が極端に変動する場合があることが示された。

窒素同化システムは、環境中のアンモニア濃度の変化に対して、N/C を維持する

ように制御しているが、アンモニア濃度変化が大きい場合に、N/C がどのような

変化を示すかはシステムの特徴を理解する上では重要である。 

 ここでは、窒素同化システムの各制御モジュールがアンモニア濃度変化に対し

て、どの程度の N/C 制御を示すかを明らかにするために、アンモニア濃度を通常

濃度から、目的の濃度まで急激に変化させた場合の N/C の変化を図 4.6-10 に示

す。グラフにプロットした。すなわち、横軸で 50％の位置は、アンモニア濃度を

通常値から 50％増加させた場合の相対的な N/C 変化を示している。 

 ここでは、GS 活性モジュールのみのシステムではアンモニアが大きく減少し

た際に、N/C の変化が大きくなっており、GS 合成制御モジュールのみのシステ

ム、もしくは両モジュールを有するシステムでは、アンモニアが大きく減少して

も N/Cの変化は小さい事が示されている。逆にアンモニアを増加させた場合には、

GS 活性制御モジュールのみのシステムも、GS 合成制御モジュールのみのシステ

ムも N/C の変化は小さいが、特に両モジュールを有するシステムでは N/C の変化

は非常に小さい値を示している。 
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図 4.6-10 広範囲なアンモニア濃度変化に対する N/C の相対的な変化 

(   )：窒素同化システム 

(   )：GS 活性制御モジュール 

(   )：GS 合成制御モジュール 
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4.7. ポジティブフィードバックによるシステムの遷移 

 

 4.6.2 の解析により、PII の濃度や NRI、NRII の発現量の変化によって、GS 濃

度が非線形に変化する事が示された。これは、ポジティブフィードバックによる

制御により、アンモニア濃度が低下した際には、システムの状態が通常状態から、

アンモニア飢餓状態に対するものへと遷移していると推測される。このポジティ

ブフィードバックの強さによるシステムの感度について、ポジティブフィードバ

ックの強さを決定している NRI-P と glnAp2 エンハンサーとの結合定数の値

(Kb[17])を変化させた場合にシステムの Internal sensitivity (NR, NRII)及び

External sensitivity の絶対値がどのような値を示すかについて図 4.7-1 に示す。

ポジティブフィードバックが強くなることで、NRI や NRII に対する Internal 

sensitivity は上昇するが、外乱(環境中のアンモニア濃度の変化)に対する External 

sensitivity は下がっている。逆にポジティブフィードバックが弱くなると、NRI

や NRII に対する Internal sensitivity は下降し、外乱に対する External sensitivity

が上昇している。すなわち、ポジティブフィードバックの強弱で外乱に対する感

度と内部摂動に対する感度がトレードオフの関係となっている。 

この特性がシステム与える影響を解析する為に、ポジティブフィードバックを

抑制している PII の濃度、環境中のアンモニア濃度の 2 つを変数とした場合の GS

濃度をシミュレーションし、3 次元的にプロットし、システムの遷移図を作成し

た。アンモニア濃度及び PII 濃度は通常時を基準に 0～2 倍まで変化させ、それに

対する GS 濃度を計算した。結果を図 4.7-2 に示す。図 4.7-2 によると、システ

ムは GS 濃度が 800[nM]以上の高い値となる状態と 200[nM]以下の低い値を示す

状態に分けることができる。この２つの状態の境界となる領域では、GS 濃度が

急激な変化となっており、システムの遷移が非線形的に発生する事を示している。

システムの PII 濃度が減少すると GS 濃度が 800[nM]以上の高い値を示す状態へ

と遷移する。また、アンモニア濃度が大きく減少することで、やはりシステムは

GS 濃度が高い値を示す状態へと遷移する[91]。 

  



65 
 

 

 

図 4.7-1 外乱と内部摂動の感度のトレードオフ 

青：NRI に対する Internal sensitivity 

緑：NRII に対する Internal sensitivity 

黒：外乱に対する External sensitivity 
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図 4.7-2 PII 濃度及びアンモニア濃度に対する GS 濃度の変化 
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5. システムの理論解析 

 

 4 章では、窒素同化システムがヒステリシス挙動や非線形な状態遷移を示す事

を明らかにした。このような挙動は感度解析の結果より PII や NRII、NRI に関連

している事が推測される。ここでは、ヒステリシス挙動や非線形な状態遷移は、

ポジティブフィードバックに起因すると仮定し、その制御特性を明らかにする事

を目的として、理論解析を実施した。具体的には、GS 合成制御モジュールが有

するポジティブフィードバックを簡易化したモデルを作成し、そのモデルを数式

で記述し、解析解を求めた[58]。 

 また、GS 活性制御モジュールは UTUR が-ketoglutarate と glutamine のそれ

ぞれと結合することで、GS 活性化と GS 不活性化の双方向の反応を導く双方向

の制御を有する。この特徴的な双方向制御の特性を明らかにするため、双方向制

御のシンプルモデル、片方向制御のシンプルモデルを作成し、その制御特性を比

較した[96]。 

 

 

5.1. ポジティブフィードバックの理論解析 

 

5.1.1. シンプルモデルの作成 

 

 ポジティブフィードバックは、GS 合成制御モジュール内で NRI、NRII、glnAp2

等の構成要素から成り立っている。理論解析を実施するために、このポジティブ

フィードバック制御を含む GS 合成制御の特徴を抽出したシンプルなモデルを作

成した。その手順を以下に示す。 

 

1. GS 合成制御の制御機構を抜粋した図 5.1-1 に示すモデルを作成した。ここで、

TGSはGSの総量であり、NRはNRIとNRIIをまとめたものである。Tglutamine

は glutamine の総量であり、N/C の C となる 2-ketoglutarate は一定値として、

N/C は Tglutamine の変化と同一となる。 

 

2. 1 のモデルから冗長なネットワークとなる PII の連絡を省略した。Tglutamine

は直接 NR と結合する事で NR が自身の発現を促進する働きを抑制する。 
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3. 変数を減らすため、発現量が同一となる GS と NR を NR に統一した。NR は

自身の発現を促進するのみではなく、NH3 を同化し、Tglutamine を合成する

働きも持つ。 

 

 

 

図 5.1-1 シンプルモデルの作成手順(その１) 

 

 

 

図 5.1-2 シンプルモデルの作成手順(その 2) 
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図 5.1-3 シンプルモデルの作成手順(その 3) 

 

 

5.1.2. 数学モデルの作成 

  

 5.1 で作成したシンプルモデルを数式で表現すると以下の 4 式で示す事ができ

る。 

 
式(6)及び式(7)中の T は Total の略であり、TNR であれば NR の総量を示す。ここ

で、a は基本発現量、k1 は TNR の合成速度定数、k2 は TNR の分解速度定数、k3

は glutamine の分解速度定数、kg は glutamine の合成速度定数、K は glutamine

と NR の結合定数である。この 4 式に対して、微分方程式に定常状態近似を用い、

展開、代入する事で Tglutamine についての 3 次方程式を得た。 
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0 	 ･ ･ 1･ 1･ 2･ 2 1･ 1･ 2･ 2･ 2/	 	

	 ･ ･ 1･ 1･ 2･ 2･ 2/ 	 Tglutamine

2･ ･ ･ ･ 1･ 2･	 	 	2･ 1･ 2･ 2	 	2･ ･ 1･ 2･ 2	

	 ･ 1･ 1･ 2･ 2	 	2･ ･ ･ ･ 1･ 2･ 2	 	 ･ ･ 1･ 2･ 2	

	 ･ ･ ･ 1･ 1･ 2･ 2		 	 ･ ･ ･ 1･ 2 Tglutamine

･ ･ ･	 	･	 	 	 ･ ･ ･ ･ 2･	 	 	 ･ ･ ･ 2･	 	

	 ･ ･ ･ ･	 	･	 	 	2･ ･ ･ 1･ 2･	 	 	2･ ･ 2･	 	

	 ･ 1･ 2･	 	 ･ ･ 2･	 	 	 2･	 	

	2･ ･ ･ ･ ･ 1･ 2･	 Tglutamine

･ ･ ･	 	･	 	 	 ･ ･	 	･	 	

	 ･ ･ ･ ･ ･	 	･	  

…(8) 
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5.1.3. 定常解の算出 

 

 5.1.2 で得られた 3 次方程式はカルダノ法を用いて解析的に解を得ることが可

能である。ここで得られる解は Tglutamine の値であるため、正の実数のみを解と

して取り扱う事とした。カルダノ法を用いたプログラムにより、以下の表 5.1-1

の条件で解を求め、変数 NH3 に対する Tglutamine の定常解をプロットしたもの

を図 5.1-4 に示す。変数 NH3 の値が 15.5～23.6[nM]の範囲で、複数の定常解を持

つ双安定性が示された。変数 NH3 の値が 23.6[nM]以上となると、双安定性が崩れ、

定常解が 1 つになった。NH3 の値を 100[nM]から減少させると、Tglutamine の値

は A から B へと移行していき、続いて B の段階から NH3 の値を増加させた場合

に C へ達すると仮定すると、その挙動はヒステリシス挙動を示す事になる。 

 

表 5.1-1 シンプルモデルの計算条件 

パラメタ 値 

K [M-1] 0.4

Km [nM] 15

k1 [s-1] 0.1

k2 [s-1] 10

k3 [s-1] 10

a [s-1] 0.5

NH3 [nM] 0～100
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カルダノ法についての説明を以下に示す。 

カルダノ法とは、三次方程式の解の公式である。まず、三次方程式をカルダノ法が使

える形に変形する。主な方法は以下のとおりである。 

   

① 二次の項がない形になおす 

三次方程式 

        
 を適当な k をとって、y=x+k と置くことによって二次の項がない 

           

    に書き換えることができる。 

 

    y=x+k より、x=y-k となり、これをもとの三次方程式に代入すると、 

       

    となることで、 

           

    ととれば、二次の項は 0 になる。このとき、 

         

    となる。 

 

② 二次の項のない三次方程式を解く 

三次方程式ｌy３＋my２＋n=0 に対し、 

          
    と置く。これを方程式に代入すると、 

          

   となり、３luv+m=0 とでき、このとき、 
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   となる。すると、方程式は 

         
   つまり、 

         

   となる。これと、さきほどの 

         

   から、n,v を求めることができる。両辺三乗すれば、 

         

   となるので、解と係数の関係を用いると、二次方程式 

         

   の二解が u３、v３となる。 

        
   ここで、二解は一般に複素数値をとる。U+v を求めるときの組み合わせは、条件で

ある 

      を満たさなければならず、その組のひとつを 

       

   とすると、 

        

   となる。以上より、 
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   と求めることができる。 

 

 

 
図 5.1-4 NH3 に対する Tglutamine の定常解 

  

A 

B 

C
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5.1.4. 定常解の数 

 

 5.1.3 で Tglutamine が複数の定常解を持ちうる事が明らかとなった。そこで、

ポジティブフィードバックにおいて重要なパラメタとなる Km と NH3 のパラメタ

空間内における Tglutamine の解の個数を計算した。計算条件を表 5.1-2 に、結果

をプロットしたものを図 5.1-5 に示す。ここで、Km の値が大きいほどポジティブ

フィードバックは弱まる。逆に Km の値が小さいほどポジティブフィードバック

は強く働く。図 5.1-5 によると、Km の値が 20[nM]以上に大きくなり、ポジティ

ブフィードバックの働きが強くなると、NH3 の値に関わらず定常解が 1 つしか存

在しない状態となる事が示された。すなわち、システムは NH3 の値に対して可逆

反応を示す。逆に Km の値が 10[nM]以下に小さくなり、ポジティブフィードバッ

クが強まると広い範囲の NH3の値に対して 2 つの定常解を持つ状態が保持された。

この状態のシステムは、NH3 の値に対して分化(不可逆反応)を示す事が考えられ

る。また、Km の値が 10～25[nM]の範囲では、アンモニア濃度の変化に対して、

定常解が 1 つの領域と 2 つの領域が存在しており、この状態のシステムはヒステ

リシスを示すと考えられる。 

 

 

表 5.1-2 シンプルモデルの計算条件 2 

パラメタ 値 

K [M-1] 0.4

Km [nM] 0～30

k1 [s-1] 0.1

k2 [s-1] 10

k3 [s-1] 10

a [s-1] 0.5

NH3 [nM] 0～100
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図 5.1-5 2 次元パラメタ空間上の定常解の個数 
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5.2. 双方向制御の理論解析 

 

GS 活性制御モジュールの特徴として、GS 活性化・不活性化における双方向の

制御が挙げられる [96]。すなわち、2-ketoglutarate は UTUR と結合することで

GS-AMP を活性化させるように働き（図 5.2-1 赤線参照）、逆に glutamine は

UTUR と結合することで GS を不活性化させるように働く（図 5.2-1 青線参照）。 

 

 

図 5.2-1 GS 活性制御モジュールにみる双方向制御 

 

この双方向制御は、生物のネットワークとしても特徴的なものである。片方向

の制御と比較してどのような利点があるのかを明らかにするため、シンプルモデ

ルを作成し、双方向制御の外乱や内部摂動に対する感度を計算することでその制

御特性について解析した[96]。 

 

5.2.1. GS 活性制御のシンプルモデル 

 

 GS 活性制御モジュールの双方向制御の特徴を抜き出したシンプルモデルを作

成した。モデルを図 5.2-2に示す。GS 活性制御モジュールにおける UTUR と PII、

PII-UMP、 PI のネットワークを簡略化し、直接タンパク質 P に対して

2-ketoglutarate と glutamine が結合し、GS を活性化及び不活性化させる。 
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図 5.2-2 双方向制御のシンプルモデル 

 

 

 双方向制御との比較のために、制御を片方向にしたモデルを作成した。モデ

ル A では、GS の不活性化について一定の係数を用い、モデル B では GS の活

性化について一定の係数を用いた。ここで ksp は片方方向制御時の活性化・不

活性化の定数である。モデル A では GS の不活性化速度が、モデル B では

GS-AMP の活性化速度が一定となっている。 

 

 

 
図 5.2-3 片方制御シンプルモデルＡ 
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図 5.2-4 片方制御シンプルモデルＢ 
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5.2.2. 外乱に対する感度式（片方向制御モデル A） 

 

5.2.1 で示したシンプルモデル(片方向制御モデル A)に定常状態近似を用いて、

数式化した。ここで ksp は片方方向制御時の GS 不活性化定数である。以下の数

式において、双方向制御を示す場合は ksp=0 であり、片方向制御 A を示す場合

は k2=0（GS-AMP 活性化のみ制御）とする。 
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ここで x は N/C である｡システムは NH3 の変化に対して、N/C を安定させるよ

うに働くので、システムの Sensitivity は x を NH3 で微分する事で求める事がで

きる。よってシステムの N/C の NH3 に対する Sensitivity は次式で得られる。 

 

 
4 1

2
3 3 3 1 4 1 3 2( ) 4 ( )

C k k TPx

NH k k k TP ksp C k k NH TP ksp TP k

  


             
 

 

5.2.3. 外乱に対する感度計算（片方向制御モデル A） 

 

システムの働きはパラメタ依存性があると考えられる。ゆえに、１つのパラメ

タ群のみで Sensitivity を比較してもシステム制御の特性を比較した事にはならな

い。そのために様々なパラメタの値に渡って比較する必要がある。しかし、全て

のパラメタ空間で比較すると数が膨大になるため、システム条件が異ならない範

囲（N/C=1 を示す）での、パラメタセットを探索（表 5.2-1）し、その Sensitivity

を計算した。結果を図 5.2-5 に示す。 

 

表 5.2-1 外乱の感度計算のパラメタセット(片方向制御モデル A) 

k1 P:a 複合体による GS-AMP の活性化定

数 

0.1～2.0 

k2 P:g 複合体による GS の不活性化定数 

（片方向制御モデル A では 0） 

0.1～2.0 

（0.0） 

k3 glutamine(ｇ)の分解定数 0.1～2.0 

k4 GS による NH3 の同化定数 0.1～2.0 

ksp GS の不活性定数 

（双方向制御モデルでは 0） 

0.1～2.0 

（0.0） 

C GS＋GS－AMP の総量 1 

TP 蛋白質 P の総量  1 

NH3 環境中のアンモニア濃度 2 
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図 5.2-5 双方向モデルと片方向制御モデルＡとの感度比較 

 

システム的には Sensitivity が低ければ低いほどロバスト性は高い。図 5.2-5 に

示すように、双方向制御における平均感度は 0.328 であり、片方向制御 A におけ

る平均感度は 0.383 である。双方向制御のほうが片方向制御に比べて感度が低く、

ロバスト性が高い傾向を示している。 
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5.2.4. 外乱に対する感度式（片方向制御モデル B） 

 

片方向制御モデル A と同様に、5.2.1 で示したシンプルモデル(片方向制御モデ

ル B)に定常状態近似を用いて、数式化した。ここで ksp は片方方向制御時の

GS-AMP 活性化定数である。以下の数式において、双方向制御を示す場合は ksp=0 

であり、片方向制御 B を示す場合は k1=0（GS 不活性化のみ制御）とする。 
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解の公式より 
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前モデルと同じく x は N/C 比率である｡システムは NH3 の変化に対して、N/C 比

を安定させるように働くので、システムの Sensitivity は x を NH3 で微分する事で

求める事ができる。 

 

2
4 3 1 3 2

4 2
4 3 1 3 4 3 1 3 2

3 3 2

( ) ( 2 )

( - ( ) ) 4 ( ) ( )

2 ( )

C k NH ksp k TP ksp k ksp TP k
C k ksp

C k NH ksp k TP ksp k C k NH k TP ksp k ksp TP kx

NH k ksp TP k

               
                   

    

 

 

5.2.5. 外乱に対する感度計算（片方向制御モデル B） 

 

片方向制御モデル A と同様に、システム条件が異ならない範囲（N/C＝１を示

す）での、パラメタセット（表 5.2-2）を探索し、その Sensitivity を計算した。

結果を図 5.2-6 にプロットした。 
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 表 5.2-2 外乱の感度計算のパラメタセット(片方向制御モデル B) 

k1 P:a 複合体による GS-AMP の活性化定

数 

（片方向制御モデル B では 0） 

0.1～2.0 

(0.0) 

k2 P:g 複合体による GS の不活性化定数 0.1～2.0 

k3 glutamine(ｇ)の分解定数 0.1～2.0 

k4 GS による NH3 の同化定数 0.1～2.0 

ksp GS の不活性定数 

（双方向制御モデルでは 0） 

0.1～2.0 

(0.0) 

C GS＋GS-AMP の総量 1 

TP 蛋白質 P の総量  1 

NH3 環境中のアンモニア濃度 2 

 

 

 

図 5.2-6 双方向モデルと片方向制御モデルＢとの感度比較 

 

図 5.2-6 によると、双方向制御における平均感度は 0.328、片方向制御 B にお
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ける平均感度は 0.403 となっており、双方向制御のほうが片方向制御に比べて、

安定性が高い傾向を示している。 

 

 

5.2.6. 内部摂動に対する感度式 

 

次に、システムの内部摂動に対する Sensitivity を解析した｡システムの外乱と

しては NH3 の変化であったので、内部摂動としては TP（Total Protein）の変化が

挙げられる。シンプルモデルでは、a-KG と glutamine は TP を介して、GS の活

性化及び不活性化の制御を行う。N/C が TP の値の変化に対して、どの程度の

Sensitivity を持っているかについて、双方向制御モデルと片方向制御モデル A 及

び B の計３モデルで比較した。 

 

 

片方向制御モデル A では 
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x を TP で微分する事で N/C の TP に対する Sensitivity 式となるので、 
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＝

という感度式を得られる。 

 

片方向制御モデル B では 
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同じく x を TP で微分すると 
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の感度式を得る。  
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5.2.7. 内部摂動に対する感度 

 

5.2.6 の 2 式を用いて、以下の条件で Sensitivity を解析した。パラメタ範囲の

中から、N/C＝１を示すパラメタセット(表 5.2-3)を用いて感度計算を実施し、そ

の結果を図 5.2-7 に示す。 

 

表 5.2-3 内部摂動の感度計算のパラメタセット 

片方向 A 

k1 P:a 複合体による GS-AMP の活性化定数 0.1～2.0 

k2 P:g 複合体による GS の不活性化定数 

（片方向制御モデル A では 0） 

0.1～2.0 

（0.0） 

k3 glutamine(ｇ)の分解定数 0.1～2.0 

k4 GS による NH3 の同化定数 0.1～2.0 

ksp GS の不活性定数 

（双方向制御モデルでは 0） 

0.1～2.0 

（0.0） 

C GS+GS-AMP の総量 1 

TP 蛋白質 P の総量  1 

NH3 環境中のアンモニア濃度 2 

 

片方向 B 

k1 P:a 複合体による GS-AMP の活性化定数 

（片方向制御モデル B では 0） 

0.1～2.0 

(0.0) 

k2 P:g 複合体による GS の不活性化定数 0.1～2.0 

k3 glutamine(ｇ)の分解定数 0.1～2.0 

k4 GS による NH3 の同化定数 0.1～2.0 

ksp GS の不活性定数 

（双方向制御モデルでは 0） 

0.1～2.0 

(0.0) 

C GS+GS-AMP の総量 1 

TP 蛋白質 P の総量  1 

NH3 環境中のアンモニア濃度 2 
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図 5.2-7 片方向制御Ａ,Ｂの内乱に対する Sensitivity 

 

内部摂動に対する感度式では、双方向制御は ksp=0 となり、感度式に代入する

と、他のパラメタの値に関わらず常に感度が 0 となる。すなわち、双方向制御で

は TP 濃度変化に対する Sensitivity が常に 0 となることが示される｡ 
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6. 実験 

 

 窒素同化システムのシミュレーション及び理論解析において、ポジティブフィ

ードバックの働きによるヒステリシスが予測されたが、実際にヒステリシス挙動

を示すか否かについて確認するための生物学的な実験[97]を行った。ここでは、大

腸菌を培養する培地中のアンモニア濃度を徐々に減少させ、その後通常まで増加

させた際の大腸菌の GS 発現量として mRNA(GlnA)の量を調べた。GlnA の発現量

については、基準としてハウスキーピング遺伝子である DnaA の発現量を同時に

測定し、相対的な発現量を測定した[98][99]。 

 

6.1. 大腸菌の培養 

 

6.1.1. 使用した試薬、機器 

 

 実験において使用した大腸菌株及び機器は以下の通りである。 

 

使用した大腸菌株 

・－80℃で保存した大腸菌株 BW25113  

 

使用した機器 

・アンモニアメータ Ti-9001Ka 

・スターラ LABORATORY STIRRER/ HOT PLATE CORNING MODEL PC-420 

 

ここで、炭素源は glucose 10 g/l、培養条件温度は 37℃とした。 

 

6.1.2. 大腸菌の前々培養 

 

大腸菌の前々培養については、以下の手順で行った。 

・ BGLB 培地を 40g/l の濃度で 10ml 用意し、121℃で 20 分間オートクレー

ブを行った。 

・ 手の消毒を行い、大腸菌を 100μl（培地の 1%）入れて試験管やフラスコ

の口をアルコールランプ（または、ガスバーナー）で滅菌した。 

・ 8 時間培養を行った。 
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前々培養の培地の組成を表 6.1-1 に示した。 

 

表 6.1-1 BGLB 培地 （前々培養） 

Peptone                   10 g/l 

Lactose                    5 g/l 

Bile Salts                  10 g/l 

Brilliant Green         0.0133g/l 

 

6.1.3. 大腸菌の前培養 

 

 大腸菌の前培養について以下の手順で行った。 

 

① Na２HPO４、KH２PO４、（NH４）２SO４,、NaCl を 80ml、glucose 20ml

を 121℃で 20 分間オートクレーブを行った。合成培地の組成は表 2-2

に示す。（合成培地にグルコースを加えるので合計で 100ml になる。

終濃度が培地の組成の通りになるように 80ml の蒸留水に溶かす。

同様に、グルコースは 終濃度が 10g/l になるように 20ml の蒸留水に

溶かす。） 

② 手の消毒を行った。 

③ 合成培地 80ml にグルコース 20ml を加えた。 

④ MgSO４、VB、を 100μｌ（培地の 0.1%）加え CaCl２、trace elements

を 10μl（培地の 0.01%）加えた。（これら４つの試薬は培地に加えた

ときに合成培地の組成通りになるように濃くつくっておく） 

⑤ 大腸菌を 1ml（培地の 1%）入れて試験管やフラスコの口をアルコー

ルランプ（または、ガスバーナー）で滅菌した。 

⑥ 前々培養で増殖させた大腸菌を 1ml（培地の 1%）入れた。 

⑦ 10 時間培養を行った。また、そのサンプルを用いて本培養を行った。 

 

 

表 6.1-2 合成培地 (前培養、本培養） 

Na２HPO４ 

KH２PO４ 

6.81 g/l

2.99 g/l
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(NH４)2SO４ 

NaCl 

MgSO４ 

CaCl２ 

VB 

5.94 g/l

0.58 g/l

0.12 g/l

3×10-5 g/l

1×10-6 g/l

trace elements 

CaCl２              

FeCl３       

MnCl２・4H２O 

ZnCl２       

CuCl２・2H２   

CoCl２・6H２O     

Na２MoO４・2H２O 

5.5× 10-4 g/l

1×10-3 g/l

1×10-4 g/l

1.7× 10-4 g/l

4.3× 10-5 g/l

6× 10-5 g/l

6× 10-5 g/l

 

 

6.1.4. 大腸菌の本培養 

 

 大腸菌の本培養については以下の手順で行った。 

 

① 前培養と同様の操作を①から⑥まで行った。 

② 培養時間は安定期に入る 8 時間である。 

③ 8 時間後から 1 時間ごとにサンプルを採取し、培地のアンモニア濃度を

測定し、変化させた。 

アンモニアメータの校正スパンは 0.1～1mg/l で行った。そのため、サ

ンプル溶液を 1/1000～1/10 倍に希釈した。 

1. 蒸留水を吹きかけて電極ボディの先端部及び、間膜部分を洗浄す

る。 

2. アンモニアメータの電極を洗浄用 0.1N 水酸化ナトリウム溶液に

2 分間浸漬する。 

3. 蒸留水を吹きかけて電極ボディの先端部及び、間膜部分を洗浄す

る。 

4. 電極を希釈したサンプル溶液 100ml(校正を 50ml で行った場合

50ml)に浸けスターラの撹拌をはじめる。 

5. サンプル溶液に pH 調整溶液(10N 水酸化ナトリウム)を 1ml(溶液
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が 50mlの場合は 0.5ml)加えアンモニアメータで濃度を測定する。 

④ サンプルを氷上に保存した。 

⑤ サンプルを採取した後にサンプルを含め、15ml 培地を抜き取り、(NH

４)2SO４を含まない合成培地を 15ml 入れてアンモニア濃度を減少させ

た。 

⑥ アンモニア濃度を 0M 付近まで下げたあと濃度を増加させた。アンモニ

ア濃度 0.01M までは急激な濃度の増加を防ぐため、サンプルを含め、

培地から 10ml 抜き取り（10ml 以下でもよい）、新しい合成培地を 10ml

加え濃度を増加させた。 

⑦ アンモニア濃度 0.01M 以降はサンプルを含め培地から 15ml 抜き取り、

新しい合成培地を 15ml 入れてアンモニア濃度を増加させた。（アンモ

ニア濃度をあげても、大腸菌がアンモニアを消費してしまうので、思

ったように濃度が増加しない場合がある。また、濃度を増加させても

大腸菌のアンモニア同化速度が上回って減少する場合もある。） 
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6.2. RNA の測定 

 

6.2.1. RNA の安定化 

  

RNA は非常に不安定であるので、目的の RNA を増幅するために、培養した大

腸菌の RNA を安定化･抽出する必要がある。今回の実験では、QIAGEN 社の大腸

菌培養液からのトータル RNA の安定化と分離用の実験キット RNAprotect 

Bacteria Reagent を用いて、培養した大腸菌の RNA を安定化した。RNA 安定化

の主な手順は以下のとおりである。また、安定化するために選んだ RNA はアン

モニア濃度を減少させたときと、増加させたときで、ほぼ同じ濃度を示す時間を

選んだ。 

 

対象とした大腸菌 

・ 対数増殖期の大腸菌 

 

使用した試薬 

・ RNAprotect Bacteria Reagent 

  

① オートクレーブ済みのエッペンチューブに、RNAprotect Bacteria Reagent

を 1000μｌ入れた。 

② ①に対数増殖期の大腸菌を 500μl 加え、5 秒間ボルテックスし、室温で 5

分間インキュベートした。 

③ 5000xg で 10 分間遠心操作した。 

④ 上清を捨て、-20℃で保存した。(-20℃で 2 週間保存可) 
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6.2.2. RNA の抽出 

 

QIAGEN 社の大腸菌からのトータル RNA 分離用の実験キット RNeasy Mini

を用いて安定化した RNA の抽出を行った。主な手順は以下のとおりである。 

 

 使用した試薬 

・ RNA 安定化された対数増殖期の大腸菌 

・ TEbuffer(pH8.0) 

・ BufferRPE 

・ BufferRLT 

・ BufferRW1 

・ エタノール(96～100%) 

・ RNase フリー水 

 

① RNA 安定化された対数増殖期の大腸菌を 4℃で 5 分間遠心後、上清を捨て

た。 

② チューブの底をたたいてルーズにし、TEbuffer(pH8.0)100μl 加えてボルテ

ックスし、室温で 5 分間インキュベートした。 

③ BufferRPE350μl 加えてボルテックスした。 

④ 250μl エタノールをピペットで加え、混合した。 

⑤ ④を 2ml コレクションチューブについているミニカラムにアプライし、＞

10000rpm で 15 秒間遠心した（20℃）。コレクションチューブの液体は捨

てた。 

⑥ ⑤のミニカラムに 700μlBufferRW1 を加え、＞10000rpm で 15 秒間遠心し

た（20℃）。コレクションチューブは捨てた。 

⑦ 新たな 2ml コレクションチューブをミニカラムにセットし、ミニカラムに

500μlBufferRPE を加え、10000rpm で 15 秒間遠心した（20℃）。コレクシ

ョンチューブの液体は捨てる。 

⑧ ミニカラムに 500μlBufferRPE を加え、10000rpm で 2 分間遠心した（20℃）。

コレクションチューブは捨てる。 

⑨ ミニカラムに 1.5ml コレクションチューブをセットし、50μｌの RNase フ

リー水を加え、10000rpm で 1 分間遠心した（20℃）。コレクションチュー

ブに、RNA が抽出された。 

               ※ -20℃で 2 週間まで、-80℃で長期保存可
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6.2.3. RT-PCR 

 

RT-PCR 法はポリメラーゼ逆転写連鎖反応ともよばれ、逆転写酵素を用いて

RNA を鋳型とした DNA の合成反応(逆転写反応)を行い、その DNA を鋳型として

PCR を行う方法である[100]。ＰＣＲを行うと、サイクルごとに対数的な増幅を示

すが、増幅産物の量がある限度を超えると、増幅率が低下し、 終的には反応生

成物量はプラトーに達して一定の値をとるようになる。反応が停止する原因とし

ては DNA ポリメラーゼの失活や反応気質・プライマーの枯渇などがあげられる。

よって、プラトーに達して以降のサイクルでは、プライミングと新生鎖の合成は

行われず、単に DNA の熱変性と再合成を繰り返しているに過ぎないので、増幅

産物の定量は、対数増幅領域で行わなくてはならない。 そこで、サンプルを希釈

して RT-PCR を行うことで発現状況を確認する。 

今回増幅させたい RNA は、GS を合成する GlnA である。また、大腸菌 1 細胞

中に恒常的に存在する DnaA も GlnA と同様に増幅させる。DnaA との比をとるこ

とで大腸菌 1 細胞中の DnaA に対する相対的な GlnA 発現量が求められる。

QIAGEN 社の実験キット OneStep RT-PCR Kit を用いて RT-PCR を行った。主な

手順は以下のとおりである。 

 

使用した試薬 

・ 対数増殖期の大腸菌から抽出された RNA（RNA テンプレート） 

・ マスターミックス 

RNase フリー水    ････････････・・・・・・・・・・・・・・・  

25μ 

ｌ５×QIAGEN OneStep RT-PCR Buffer ・・・・・・・・・・  10μl 

ｄNTP Mix    ･･･････････････・・・・・・・・・・・・・・・   

2.0μl 

プライマーA（dnaA-Sense or GlnA-Sense） ・・・・・・・  3μl 

プライマーB（dnaA-Anti or GlnA-Anti）  ・・・・・・・・  3μl 

QIAGEN OneStep RT-PCRnzyme Mix  ・・・・・・・・・  2μl 

 

使用した機器 

・ プログラムコントロールシステム PC-800  

 

① RNA テンプレート、プライマー溶液、ｄNTP Mix、５×QIAGEN OneStep 
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RT-PCR Buffer、RNase フリー水を氷上で解凍した。 

② エッペンチューブで、サンプルの数に合わせてマスターミックスを必要量

の 10％増しに調節した。 

③ マスターミックスを PCR チューブに分注した。 

④ RNA テンプレートを 0.1、0.2、0.3 倍に希釈しチューブに入れた。 

⑤ プログラムコントロールシステム PC-800 を下の通りにセットした。 

逆転写反応 ： 50℃  30 分 

PCR 初期活性化ステップ ： 95℃  15 分 

熱変性温度 ： 94℃  0.5～１分 

アニーリング温度 : それぞれの Tm-5℃  0.5～１分 

伸長反応温度 ： 72℃  １分、25 サイクル 

サイクル数 ： 25 サイクル 

終エクステンション ： 72℃  10 分 

⑤PCR チューブは氷上に置いたままで、PT-PCR プログラムをセットする。プ

ログラムコントロールシステム PC-800 が 50℃に達するまで待ち、プログ

ラムコントロールシステム PC-800 に PCR チューブを入れた。 

                                          

※-20℃で長期保存可能 

 

表 6.2-1 使用したプライマー 

  

Sequence 

name 

Prificatio

n 

Synthesi

s 

scale 

Sequence Lengt

h 

MW 

(g/mol

) 

100μ

M 

(μl) 

Tm 

dnaA- 

Sense 

standard 0.05 gtgtcactttcgctttggca 20 6,090 488 46.7

dnaA- 

Anti 

standard 0.05 ttacgatgacaatgttctga 20 6,131 586 40.5

GlnA- 

Sense 

standard 0.05 gccagaacctgaattcttcc

t 

21 6,341 423 47.3

GlnA- 

Anti 

standard 0.05 agacgctgtagtacagctc

aa 

21 6,439 430 47.3
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6.2.4. 電気泳動 

 

 RT-PCR 法で増幅された RNA の発現を電気泳動で観察した。主な手順を下に

示す。 

 

使用した試薬 

・ アガロース S 

・ 50×TAEbuffer 

・ Ethidium Bromide Solution 5μl/100ml 

・ ローディングバッファー 

 

使用した機器 

・ 核酸用電気泳動システム i yRun.N 

 

①490ml の蒸留水をオートクレーブし、冷めたところで 50×TAEbuffer を 10ml

加えた。 

②①100ml とアガロース S1g を電子レンジで加熱して透明になるまで溶かした。 

③Ethidium Bromide５μl 加え型に流し、室温で固め、ゲルを完成させた。 

④固まったゲルからくしを外し、核酸用電気泳動システム i yRun.N にセットし

た。 

⑤①を、ゲルの表面が隠れる程度加えた。 

⑥ローディングバッファー１μl と増幅させた RNA５μl をパラフィルム上で混

合し、ゲルにのせた。 

⑦100V で約 20 分間電気泳動を行った。 
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6.2.5. 蛍光度解析 

 

電気泳動後のゲルに対して以下の手順で蛍光度解析を行った。蛍光度により RNA

の濃度を推定する。 

 

使用した機器 

・ DIGTAL IMAGE STOCKER DS-30 

 

使用したソフト 

・ Gel-Pro Analyzer3.1 

 

① DIGTAL IMAGE STOCKER DS-30 でゲルの写真を撮影した。 

② Gel-Pro Analyzer3.1 で蛍光度解析を行った。 
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6.3. 測定結果 

 

6.3.1. アンモニア濃度 

 

各培養時間におけるアンモニア濃度を表 6.3-1 に示した。この表中のアンモニ

ア濃度減少時と濃度増加時で、アンモニア濃度が近い値を示すサンプルを選び

RT-PCR を行った。RT-PCR を実施したサンプルはサンプル番号 1，2，3，4，5，

6，9，11，12，13，14，15，16，17，18，19，20，21，22，23，24，26，27，

29 である。 

 

表 6.3-1 各培養時間におけるアンモニア濃度 

濃度減少 濃度増加 

サンプル番号 時間[ｈ] アンモニア濃度[M] サンプル番号 時間[ｈ] アンモニア濃度[M]

1 8 0.835294 18 25 0.061647 

2 9 0.676471 19 26 0.070588 

3 10 0.511765 20 27 0.094118 

4 11 0.441176 21 28 0.176471 

5 12 0.376471 22 29 0.276471 

6 13 0.335294 23 30 0.352941 

7 14 0.294118 24 31 0.447059 

8 15 0.264706 25 32 0.435294 

9 16 0.252941 26 33 0.541176 

10 17 0.200000 27 34 0.588235 

11 18 0.147059 28 35 0.623529 

12 19 0.105882 29 36 0.664706 

13 20 0.076471    

14 21 0.051176    

15 22 0.025882    

16 23 0.009412    

17 24 5.88E-05    
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6.3.2. GlnA と DnaA の発現 

 

6.3.1 で選んだサンプルから GlnA と DnaA を RT-PCR を用いて増幅させた。

RT-PCR では、予備実験において希釈率 0.5 倍以降にプラトーに達したため、今

回の実験では希釈率 0.1、0.2、0.3 倍について増幅を実施した。GlnA の発現量を

図 6.3-1、DnaA の発現量を図 6.3-2 に示した。図 6.3-1、図 6.3-2 の GlnA と

DnaA のプラトーに達する前の発現値を用いて GlnA と DnaA の比をとることで大

腸菌 1 細胞中の相対的な GlnA 発現量とした。 

 

 

図 6.3-1 GlnA の発現量 図 6.3-2 DnaA の発現量 
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6.3.3. ヒステリシス挙動の観測 

 

図 6.3-3 から、アンモニア濃度 0.6×105nM 付近から濃度を減少させていく場合

は点線の経路をたどり、0nM 付近まで濃度を下げたあとに濃度を増加させた場合

には実線の経路をたどった。また、アンモニア濃度が 0nM 付近と 0.5×105nM 以

上の濃度で経路が一致した。実験誤差等を考慮しても、アンモニア濃度が低濃度

時には、アンモニア濃度減少時と増加時の GlnA 発現量が異なっており、4 章、

5 章で予測されたヒステリシス挙動を示していると考えられる。 

 

 
図 6.3-3 アンモニア濃度に変化に対する大腸菌の相対的な GlnA 発現量 
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7. 考察とまとめ 

 

7.1. 考察 

 

7.1.1. ポジティブフィードバックの働き 

 

 窒素同化システムの GS 合成制御モジュールはポジティブフィードバックを備

えている。このポジティブフィードバックはスイッチのような働きを示し、一度

スイッチが ON になると、ポジティブフィードバック中の NRI が自身の発現を促

進し続けるため、同時に発現が促進されている GS の濃度も急激に増加する。そ

の為、システムにはポジティブフィードバックが ON になった場合と OFF になっ

た場合の 2 つの状態が存在し、その状態の違いが 5.2 では定常解の個数として示

されたと考えられる。5.1.4 では、ポジティブフィードバックが強まる事で、定常

解が 2 つの状態が広い NH3 濃度域で維持される事が認められたが、窒素同化シス

テムにおいてポジティブフィードバックの抑制を行うタンパク質は GlnKであり、

GlnK をノックアウトしたシステムでは、ポジティブフィードバックが強く働くと

考えられる。この GlnK をノックアウトしたシステムのシミュレーション結果は

図 4.4-1 で示す通りであり、5.1.4 の結果と同様に一度減少させたアンモニアを

増加させても、GS 濃度は高濃度のままである。既往の実験[57]においても、GlnK

欠損株においては、10 時間以上アンモニアが制限された環境に置かれることで、

制限状態をメモリーし、”runaway expression”を示す事が明らかになっている。

この現象もポジティブフィードバックを抑制する GlnK の欠損により、ポジティ

ブフィードバックを OFF にできない事に起因すると考えられる。 

 

 

7.1.2. GS 活性制御モジュールと GS 合成制御モジュールの役割 

 

 窒素同化システムは、GS 活性制御モジュールと GS 合成制御モジュールの 2

つの制御機構を備えている。図 4.5-1、図 4.5-2、図 4.5-3 で示す通り、GS 活性

制御はアンモニアが大きく減少した際に、N/C を維持する働きが弱い。これは GS

の総量を変えずに、GS の活性と不活性を切り替えて制御を実行している為であ

ると考えられる。ただし、4.6 の感度解析及び 5.2 の理論解析で明らかなように

GS 活性制御モジュールを構成するタンパク質の感度は GS 合成制御モジュール
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を構成するタンパク質よりも低く、GS 活性制御モジュールは安定した制御モジ

ュールである事が推測される。逆に GS を発現させる事でアンモニア濃度の低下

に対応する GS 合成制御モジュールは、N/C を回復させる機能が強い。ただし、

GS 合成制御モジュールはポジティブフィードバックを備えているために、GS の

発現量を増加させる際にオーバーシュートが発生していると考えられる。さらに、

4.6 の感度解析において、GS 合成制御モジュールを構成するタンパク質の感度が

高かった事から、GS 合成制御は GS 活性制御に比べて不安定な制御であると推

測できる。オーバーシュートに見られる過剰なタンパク質の発現は、生物の生存

においては不利となる為、GS の増加が生存に必須となる緊急時以外は GS 合成

制御のポジティブフィードバックが働かない事が望ましい。 

 窒素同化システムでは、アンモニア濃度の微小な変化に対しては、GS 活性制

御による GS の活性化と不活性化による調節を行い、アンモニア濃度が急激に減

少するような非常時において、ポジティブフィードバックを備える GS 合成制御

を働かせ、GS の発現量を一気に増加させていると推測される。4.7 で示すシステ

ムの状態遷移の結果もこの考察を支持する結果となっており、アンモニア濃度が

ある程度以上の減少を示すと、システムが GS 高濃度状態へと遷移している。 
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7.2. まとめ 

 

 本研究の成果は以下の通りである。 

  

1．モデリング 

  ・窒素同化システムネットワークの数学モデルを作成した。 

 

 2．シミュレーション 

  ・アンモニア濃度の減少に対する N/C 回復反応を再現した。 

   ・遺伝子変異実験とシミュレーションとを比較しモデルの検証を実施した。 

・GS 活性制御モジュールの特徴を示した。 

・GS 合成制御モジュールの特徴を示した。 

・ポジティブフィードバックによるヒステリシスを示した。 

 

 3．理論解析 

   ・ポジティブフィードバックの特徴を抽出したシンプルモデルを作成した。 

   ・シンプルモデルから数式を作成し、glutamine の定常解を求めた。 

   ・シンプルモデルが条件によっては複数の定常解を持つ事を示した。 

   ・定常解の個数がポジティブフィードバックの強さにより変化する事を示

した。 

   ・双方向制御が構成タンパク質の濃度変化に対し、高いロバスト性を持つ

ことを示した。 

 

 4．実験 

   ・大腸菌をアンモニア濃度を経時的に変化させた培地で培養した。 

・GS の mRNA 発現量を RT-PCR を用いて測定した。 

   ・アンモニア濃度減少時とアンモニア濃度増加時で、大腸菌の GS の mRNA

発現量が異なる事を示した。 

 

 窒素同化システムをモデリングし、シミュレーションを実行する事で、GS 活

性制御モジュールと GS 合成制御モジュールの持つ役割を考察する上で有用な知

見を得る事ができた。GS 活性制御モジュールは、高い安定性を持ち、アンモニ

ア濃度の変化が微小な場合に働くことで、無駄な GS の発現を抑えていると考え

られる。GS 合成制御モジュールは、ポジティブフィードバックを備えることで、
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緊急時に GS の発現量を一気に増加させる働きを持つと考えられる。この 2 つの

制御機構をバランスよく働かせる事で大腸菌は環境中のアンモニアの濃度変化に

対し、高い N/C 維持性能を発揮する事が可能となっていると推測できる。 

 また、理論解析によりポジティブフィードバックとヒステリシスの関連性につ

いて、明らかにする事に成功した。ポジティブフィードバックの強弱により、シ

ステムがアンモニア濃度に対して示す挙動は大きく異なり、ヒステリシスや不可

逆反応を示す事もあり得る事が分かった。GlnK欠損株の示す挙動[57]についても、

この結果から説明可能であり、窒素同化システムの制御メカニズムの解明を進め

る事ができた。 

同じく理論解析により、双方向制御が高いロバスト性を持つことを明らかにし

た。双方向制御は、GS 活性制御モジュールを構成するタンパク質の濃度変化に

対して、高いロバスト性を示すことが示された。 

実際にシミュレーションと理論解析で得られた予測を実験で実証した。大腸菌

を経時的にアンモニア濃度を変化させた培地で培養し、その際の GS の mRNA 発

現量を測定し、予測された挙動に近い挙動を示す事が確認できた。 
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