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核磁気共鳴を用いた解析結果の検証
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微生物を用いた“ものづくり”にとって，生産性向上

を目指した細胞育種は必須の技術である．その際に重要

なことは，目的とする物質生産に関わる“鍵となる”反

応を同定することである．その解析方法としては，これ

まで多くの手法が開発されてきたが，その中にメタボ

ロームを基本とした代謝流束解析（フラックス解析，フ

ラクソーム）がある．これは各代謝反応を定量化する方

法であり，有用菌株育種に向けた強力なツールになると

考えられる．各代謝経路上には図1に示すように，可逆

反応やTCAサイクルのようにループ回路になっている

など多くの複雑な反応が存在する．複雑な代謝経路のフ

ラックスを知るためには，13C標識された基質を代謝さ

せ，ガスクロマトグラフ－質量分析（GC-MS）や核磁気

共鳴（NMR）を用いて細胞内の13Cをトレースする必要

がある．取得された情報をもっともよく説明する代謝フ

ラックスをコンピュータ計算により解析することが可能

となる1)．

しかし，精密なフラックス解析結果を得るには達成す

べき2つの課題が挙げられる．それは1） 取得データの実

験誤差がフラックス解析結果にどれほど影響を与えるの

か ?　2） 使用したデータによるフラックス解析結果をど

のようにして検証するのか ? ということである．これら

の課題に対して，しばしば数学的・統計学的な手法が用

いられてきたが2)，本論文では，シミュレーションの手

法を使いながらフラックス解析結果の精度を視覚的に評

価できる方法を開発することで，GC-MS分析データを用

いた精密なフラックス解析方法を確立した．コリネ型細

菌（C. glutamicumおよびC. efficiens）の増殖期における

フラックス解析を対象とし，GC-MSデータの測定誤差に

よって，どの程度フラックスが変化するのかを調べ，解

析結果の精度を調べた．さらにGC-MSデータのみを用

いて決定されたフラックスをGC-MSとは独立のNMR分

析データを用いて検証した．以上より，両菌株間の培養

挙動の違いを代謝フラックスという観点から議論するこ

とができた．また今回，GC-MSデータに基づいて決定し

たフラックスが，解析には使用していないNMR データ

と矛盾がないかを検証したことによって，コリネ型細菌

においても大腸菌3) と同様にグリシンとセリン間のC1

代謝に活性があることが新たにわかった．

1) Yang, C. et al.: Metab. Eng., 4, 202 (2002).
2) Klapa, M. et al.: Eur. J. Biochem., 270, 3525 (2003).
3) Fischer, E. and Sauer, U.: Eur. J. Biochem., 270, 880 (2003).図1．コリネ型細菌の代謝モデル．可逆反応が存在する経路につ

いてはr2B, r4Bのように ’B’ を付けて表示した．

著者紹介　1大阪大学大学院工学研究科生命先端工学専攻，a現，地球環境産業技術研究機構

著者紹介　2*大阪大学大学院情報研究科バイオ情報工学専攻（教授）　E-mail: shimizu@ist.osaka-u.ac.jp




