
(57)【要約】

【課題】　培養中の微生物や培地のサンプル分析により

得られる最低限の分析情報から、すべての代謝フラック

スを決定する方法を提供する。

【解決手段】１）基質から生産する物質に至る生化学反

応式に基づいて化学量論行列を生成する工程、２）前記

化学量論行列がとりうる解の空間内に存在する解のベク

トル集合を算出する工程、３）算出された解のベクトル

集合から、入力値が得られる物質に対応するベクトル要

素が最大となるベクトルを選択する工程、４）選択され

たベクトルに対して、線形合成を行い、代謝フラックス

分布を示すベクトルを得る工程により、細胞の代謝フラ

ックス分布を決定する。

【選択図】　図２
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
細 胞 の 代 謝 フ ラ ッ ク ス 分 布 を 決 定 す る 方 法 で あ っ て 、
１ ） 基 質 か ら 生 産 す る 物 質 に 至 る 生 化 学 反 応 式 に 基 づ い て 化 学 量 論 行 列 を 生 成 す る 工 程 、
２ ） 前 記 化 学 量 論 行 列 が と り う る 解 の 空 間 内 に 存 在 す る 解 の ベ ク ト ル 集 合 を 算 出 す る 工 程
、
３ ） 算 出 さ れ た 解 の ベ ク ト ル 集 合 か ら 、 入 力 値 が 得 ら れ る 物 質 に つ い て 、 そ れ ら の 物 質 に
対 応 す る ベ ク ト ル 要 素 が 最 大 と な る 最 大 ベ ク ト ル を 選 択 す る 工 程 、
４ ） 選 択 さ れ た ベ ク ト ル に 対 し て 、 下 記 式 に よ る 線 形 合 成 を 行 い 、 代 謝 フ ラ ッ ク ス 分 布 を
示 す ベ ク ト ル を 得 る 工 程
を 含 む こ と を 特 徴 と す る 前 記 方 法 。
【 数 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 請 求 項 ２ 】
細 胞 の 代 謝 フ ラ ッ ク ス 分 布 を 決 定 す る 方 法 で あ っ て 、
１ ） 基 質 か ら 生 産 す る 物 質 に 至 る 生 化 学 反 応 式 に 基 づ い て 化 学 量 論 行 列 を 生 成 す る 工 程 、
２ ） 前 記 化 学 量 論 行 列 が と り う る 解 の 空 間 内 に 存 在 す る 解 の ベ ク ト ル 集 合 を 算 出 す る 工 程
、
３ ） 算 出 さ れ た 解 の ベ ク ト ル 集 合 か ら 、 入 力 値 が 得 ら れ る 物 質 に つ い て 、 そ れ ら の 物 質 に
対 応 す る ベ ク ト ル 要 素 が 最 大 と な る 最 大 ベ ク ト ル 、 お よ び 、 同 ベ ク ト ル 要 素 の 値 が 、 最 大
ベ ク ト ル に お け る 値 に 対 し て 所 定 の 範 囲 に あ る ベ ク ト ル を 選 択 す る 工 程 、
４ ） 選 択 さ れ た ベ ク ト ル の そ れ ぞ れ に 対 し て 、 下 記 式 に よ る 線 形 合 成 を 行 い 、 代 謝 フ ラ ッ
ク ス 分 布 を 示 す ベ ク ト ル の 集 合 を 得 る 工 程
５ ） ベ ク ト ル の 集 合 に お け る ベ ク ト ル 要 素 の 値 の 分 布 に 基 づ い て フ ラ ッ ク ス を 決 定 す る 工
程
を 含 む こ と を 特 徴 と す る 前 記 方 法 。
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【 数 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 請 求 項 ３ 】
化 学 量 論 行 列 が と り う る 解 の 空 間 を 算 出 し 、 と り う る 解 の 空 間 内 に 存 在 す る 解 の ベ ク ト ル
集 合 を 算 出 す る 工 程 が 、 エ レ メ ン タ リ ー モ ー ド に よ る 計 算 に よ り 行 わ れ る 請 求 項 １ ま た は
２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
入 力 値 が 得 ら れ る 物 質 が 二 酸 化 炭 素 を 含 む 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
入 力 値 が 得 ら れ る 物 質 が 、 目 的 生 産 物 、 菌 体 、 二 酸 化 炭 素 お よ び 副 生 成 物 で あ り 、 線 形 合
成 が 下 記 式 に よ り 行 わ れ る 請 求 項 ４ に 記 載 の 方 法 。
【 数 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 請 求 項 ６ 】
細 胞 の 代 謝 フ ラ ッ ク ス 分 布 を 決 定 す る プ ロ グ ラ ム で あ っ て 、
１ ） 基 質 か ら 生 産 す る 物 質 に 至 る 生 化 学 反 応 式 に 基 づ い て 化 学 量 論 行 列 を 生 成 す る 手 順 、
２ ） 前 記 化 学 量 論 行 列 が と り う る 解 の 空 間 内 に 存 在 す る 解 の ベ ク ト ル 集 合 を 算 出 す る 手 順
、
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３ ） 算 出 さ れ た 解 の ベ ク ト ル 集 合 か ら 、 入 力 値 が 得 ら れ る 物 質 に つ い て 、 そ れ ら の 物 質 に
対 応 す る ベ ク ト ル 要 素 が 最 大 と な る 最 大 ベ ク ト ル を 選 択 す る 手 順 、
４ ） 選 択 さ れ た ベ ク ト ル に 対 し て 、 下 記 式 に よ る 線 形 合 成 を 行 い 、 代 謝 フ ラ ッ ク ス 分 布 を
示 す ベ ク ト ル を 得 る 手 順
を 含 む 代 謝 フ ラ ッ ク ス 分 布 決 定 方 法 を コ ン ピ ュ ー タ ー に 実 行 さ せ る た め の プ ロ グ ラ ム 。
【 数 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 請 求 項 ７ 】
細 胞 の 代 謝 フ ラ ッ ク ス 分 布 を 決 定 す る プ ロ グ ラ ム で あ っ て 、
１ ） 基 質 か ら 生 産 す る 物 質 に 至 る 生 化 学 反 応 式 に 基 づ い て 化 学 量 論 行 列 を 生 成 す る 手 順 、
２ ） 前 記 化 学 量 論 行 列 が と り う る 解 の 空 間 内 に 存 在 す る 解 の ベ ク ト ル 集 合 を 算 出 す る 手 順
、
３ ） 算 出 さ れ た 解 の ベ ク ト ル 集 合 か ら 、 入 力 値 が 得 ら れ る 物 質 に つ い て 、 そ れ ら の 物 質 が
対 応 す る ベ ク ト ル 要 素 が 最 大 と な る 最 大 ベ ク ト ル 、 お よ び 、 同 ベ ク ト ル 要 素 の 値 が 、 最 大
ベ ク ト ル に お け る 値 に 対 し て 所 定 の 範 囲 に あ る ベ ク ト ル を 選 択 す る 手 順 、
４ ） 選 択 さ れ た ベ ク ト ル の そ れ ぞ れ に 対 し て 、 下 記 式 に よ る 線 形 合 成 を 行 い 、 代 謝 フ ラ ッ
ク ス 分 布 を 示 す ベ ク ト ル の 集 合 を 得 る 手 順 、
５ ） ベ ク ト ル の 集 合 に お け る ベ ク ト ル 要 素 の 値 の 分 布 に 基 づ い て フ ラ ッ ク ス を 決 定 す る 手
順
を 含 む 代 謝 フ ラ ッ ク ス 分 布 決 定 方 法 を コ ン ピ ュ ー タ ー に 実 施 さ せ る た め の プ ロ グ ラ ム 。
【 数 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 請 求 項 ８ 】
請 求 項 ６ ま た は ７ 記 載 の プ ロ グ ラ ム を 記 録 し た こ と を 特 徴 と す る コ ン ピ ュ ー タ ー 読 み 取 り
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可 能 な 記 録 媒 体 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 代 謝 フ ラ ッ ク ス の 決 定 方 法 、 そ の 決 定 方 法 を 実 施 す る た め の プ ロ グ ラ ム 、 お
よ び 、 そ の プ ロ グ ラ ム を 格 納 し た 記 憶 媒 体 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 代 謝 フ ラ ッ ク ス 解 析 （ metabolic flux analysis） は 、 フ ラ ッ ク ス バ ラ ン ス 解 析 （ flux 
balance analysis） と も 呼 ば れ 、 細 胞 内 の 生 化 学 反 応 の 化 学 量 論 モ デ ル を 構 築 し 、 線 形 最
適 化 に よ っ て 細 胞 内 の 代 謝 フ ラ ッ ク ス 分 布 を 推 定 す る 技 術 で あ る 。 微 生 物 に お け る 生 化 学
反 応 系 に 備 わ っ て い る 能 力 の 研 究 、 あ る い は 、 異 な る 外 界 条 件 に お け る 細 胞 内 代 謝 フ ラ ッ
ク ス 分 布 の 予 測 に 用 い ら れ て き た （ 非 特 許 文 献 １ 、 非 特 許 文 献 ２ 、 非 特 許 文 献 ３ ） 。 Esch
erichia coliに 対 し て も 、 化 学 量 論 モ デ ル が 構 築 さ れ た 例 が 報 告 さ れ て お り （ 非 特 許 文 献
４ 、 非 特 許 文 献 ５ ） 、 ア ミ ノ 酸 生 産 に 用 い ら れ て い る Corynebacterium glutamicumに お い
て は 、 リ ジ ン 生 産 の 代 謝 工 学 に こ の よ う な 化 学 量 論 モ デ ル を 用 い た 例 が 知 ら れ て い る （ 非
特 許 文 献 ６ ） 。 こ れ 以 外 に も 、 多 数 の 理 論 的 あ る い は 実 験 的 な 代 謝 フ ラ ッ ク ス 解 析 の 方 法
と そ の 応 用 が 報 告 さ れ て い る （ 非 特 許 文 献 ７ 、 非 特 許 文 献 ８ 、 特 許 文 献 １ 、 特 許 文 献 ２ 、
特 許 文 献 ３ ） 。 特 許 文 献 １ に は 化 学 量 論 モ デ ル に 基 づ く 生 育 に 必 要 な 遺 伝 子 の 予 測 方 法 が
開 示 さ れ て お り 、 特 許 文 献 ２ に は 、 細 胞 に 最 適 の 機 能 （ optimal function） を 持 た せ る 為
の 、 細 胞 を 遺 伝 的 及 び 進 化 的 に 変 化 さ せ る 手 法 が 開 示 さ れ て い る 。 さ ら に 、 特 許 文 献 ３ に
は 、 化 学 量 論 モ デ ル に 、 質 的 な 動 力 学 情 報 の 制 限 、 質 的 な 制 御 情 報 の 制 限 、 あ る い は 異 な
る 条 件 下 で の DNAマ イ ク ロ ア レ イ 実 験 デ ー タ に よ る 制 限 の 適 用 の 方 法 に つ い て 開 示 さ れ て
い る 。 い ず れ も 、 よ り 望 ま し い 細 胞 内 の 代 謝 フ ラ ッ ク ス 分 布 を 推 定 す る 方 法 で は あ る が 、
例 え ば 菌 体 量 や 生 成 物 量 と い う 通 常 の 分 析 法 で 容 易 に 測 定 で き る 情 報 の み か ら モ デ ル 内 の
す べ て の フ ラ ッ ク ス を 予 測 す る 方 法 は 開 示 さ れ て い な い 。
【 非 特 許 文 献 １ 】 Varma, A. and Palsson, B. O. Appl. Environ. Microbiol. 60:3724-3
731, 1994
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Schilling, C. H. et al. Biotechnol. Prog. 15:288-295, 1999
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Schilling, C. H. et al. Biotechnol. Prog. 15:296-303, 1999
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Pramanik, J. and Keasling, J. D. Biotechnol. Bioeng. 56:398-421,
 1997
【 非 特 許 文 献 ５ 】 Ibarra, R. U. et al. Nature. 420:186-189, 2002
【 非 特 許 文 献 ６ 】 Vallino, J. J. and Stephanopoulos, G. Biotechnol. Bioeng. 41:633
-646, 1993
【 非 特 許 文 献 ７ 】 Wiechert, W. Journal of Biotechnology 94:37-63, 2002
【 非 特 許 文 献 ８ 】 Wiechert, W. Metabolic Engineering 3:195-205, 2001
【 特 許 文 献 １ 】 国 際 公 開 第 WO 00/46405号 パ ン フ レ ッ ト
【 特 許 文 献 ２ 】 国 際 公 開 第 WO 02/061115号 パ ン フ レ ッ ト
【 特 許 文 献 ３ 】 国 際 公 開 第 WO 02/055995号 パ ン フ レ ッ ト
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 培 養 中 の 微 生 物 や 培 地 の サ ン プ ル 分 析 に よ り 得 ら れ る 最 低 限 の 分 析 情 報 か ら 、 す べ て の
代 謝 フ ラ ッ ク ス を 決 定 す る 方 法 、 そ の 決 定 方 法 を 用 い て 、 入 力 デ ー タ の 誤 差 を 許 容 し た と
き に す べ て の 代 謝 フ ラ ッ ク ス が 変 動 し う る 範 囲 を 求 め る 方 法 、 そ の 決 定 方 法 を 実 施 す る た
め の プ ロ グ ラ ム 、 お よ び 、 そ の プ ロ グ ラ ム を 格 納 し た 記 録 媒 体 を 提 供 す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 上 記 問 題 点 に 鑑 み 、 鋭 意 検 討 を 行 っ た 結 果 、 基 質 か ら 生 産 す る 物 質 に 至
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る 代 謝 経 路 中 の 生 化 学 反 応 式 に 基 づ い て 生 成 さ れ た 化 学 量 論 行 列 を 用 い て 、 当 該 化 学 量 論
行 列 式 が と り う る 解 の 空 間 を 求 め 、 培 養 中 の 微 生 物 や 培 地 の サ ン プ ル 分 析 に よ り 得 ら れ た
実 験 デ ー タ の う ち 、 入 力 デ ー タ と し て 採 用 し た デ ー タ に 対 応 す る ベ ク ト ル 要 素 が 最 大 と な
る ベ ク ト ル を 解 の 空 間 内 か ら 探 索 し 、 そ れ ら の 線 形 合 成 に よ り 、 入 力 デ ー タ に 対 応 し た 解
の ベ ク ト ル （ 代 謝 フ ラ ッ ク ス 分 布 ） を 求 め る こ と が で き る こ と を 見 出 し た 。 本 発 明 は 、 こ
れ ら の 知 見 に 基 づ い て な さ れ た も の で あ り 、 そ の 要 旨 は 以 下 の 通 り で あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
（ １ ） 　 細 胞 の 代 謝 フ ラ ッ ク ス 分 布 を 決 定 す る 方 法 で あ っ て 、
１ ） 基 質 か ら 生 産 す る 物 質 に 至 る 生 化 学 反 応 式 に 基 づ い て 化 学 量 論 行 列 を 生 成 す る 工 程 、
２ ） 前 記 化 学 量 論 行 列 が と り う る 解 の 空 間 内 に 存 在 す る 解 の ベ ク ト ル 集 合 を 算 出 す る 工 程
、
３ ） 算 出 さ れ た 解 の ベ ク ト ル 集 合 か ら 、 入 力 値 が 得 ら れ る 物 質 に つ い て 、 そ れ ら の 物 質 に
対 応 す る ベ ク ト ル 要 素 が 最 大 と な る 最 大 ベ ク ト ル を 選 択 す る 工 程 、
４ ） 選 択 さ れ た ベ ク ト ル に 対 し て 、 下 記 式 に よ る 線 形 合 成 を 行 い 、 代 謝 フ ラ ッ ク ス 分 布 を
示 す ベ ク ト ル を 得 る 工 程
を 含 む こ と を 特 徴 と す る 前 記 方 法 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
【 数 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ０ ７ 】
（ ２ ） 　 細 胞 の 代 謝 フ ラ ッ ク ス 分 布 を 決 定 す る 方 法 で あ っ て 、
１ ） 基 質 か ら 生 産 す る 物 質 に 至 る 生 化 学 反 応 式 に 基 づ い て 化 学 量 論 行 列 を 生 成 す る 工 程 、
２ ） 前 記 化 学 量 論 行 列 が と り う る 解 の 空 間 内 に 存 在 す る 解 の ベ ク ト ル 集 合 を 算 出 す る 工 程
、
３ ） 算 出 さ れ た 解 の ベ ク ト ル 集 合 か ら 、 入 力 値 が 得 ら れ る 物 質 に つ い て 、 そ れ ら の 物 質 に
対 応 す る ベ ク ト ル 要 素 が 最 大 と な る 最 大 ベ ク ト ル 、 お よ び 、 同 ベ ク ト ル 要 素 の 値 が 、 最 大
ベ ク ト ル に お け る 値 に 対 し て 所 定 の 範 囲 に あ る ベ ク ト ル を 選 択 す る 工 程 、
４ ） 選 択 さ れ た ベ ク ト ル の そ れ ぞ れ に 対 し て 、 下 記 式 に よ る 線 形 合 成 を 行 い 、 代 謝 フ ラ ッ
ク ス 分 布 を 示 す ベ ク ト ル の 集 合 を 得 る 工 程
５ ） ベ ク ト ル の 集 合 に お け る ベ ク ト ル 要 素 の 値 の 分 布 に 基 づ い て フ ラ ッ ク ス を 決 定 す る 工
程
を 含 む こ と を 特 徴 と す る 前 記 方 法 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
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【 数 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ０ ９ 】
（ ３ ） 　 化 学 量 論 行 列 が と り う る 解 の 空 間 を 算 出 し 、 と り う る 解 の 空 間 内 に 存 在 す る 解 の
ベ ク ト ル 集 合 を 算 出 す る 工 程 が 、 エ レ メ ン タ リ ー モ ー ド に よ る 計 算 に よ り 行 わ れ る （ １ ）
ま た は （ ２ ） の 方 法 。
【 ０ ０ １ ０ 】
（ ４ ） 　 入 力 値 が 得 ら れ る 物 質 が 二 酸 化 炭 素 を 含 む （ １ ） ～ （ ３ ） の い ず れ か １ 項 に 記 載
の 方 法 。
【 ０ ０ １ １ 】
（ ５ ） 　 入 力 値 が 得 ら れ る 物 質 が 、 目 的 生 産 物 、 菌 体 、 二 酸 化 炭 素 お よ び 副 生 成 物 で あ り
、 線 形 合 成 が 下 記 式 に よ り 行 わ れ る 請 求 項 ４ に 記 載 の 方 法 。
【 ０ ０ １ ２ 】
【 数 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ １ ３ 】
（ ６ ） 細 胞 の 代 謝 フ ラ ッ ク ス 分 布 を 決 定 す る プ ロ グ ラ ム で あ っ て 、
１ ） 基 質 か ら 生 産 す る 物 質 に 至 る 生 化 学 反 応 式 に 基 づ い て 化 学 量 論 行 列 を 生 成 す る 手 順 、
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２ ） 前 記 化 学 量 論 行 列 が と り う る 解 の 空 間 内 に 存 在 す る 解 の ベ ク ト ル 集 合 を 算 出 す る 手 順
、
３ ） 算 出 さ れ た 解 の ベ ク ト ル 集 合 か ら 、 入 力 値 が 得 ら れ る 物 質 に つ い て 、 そ れ ら の 物 質 に
対 応 す る ベ ク ト ル 要 素 が 最 大 と な る 最 大 ベ ク ト ル を 選 択 す る 手 順 、
４ ） 選 択 さ れ た ベ ク ト ル に 対 し て 、 下 記 式 に よ る 線 形 合 成 を 行 い 、 代 謝 フ ラ ッ ク ス 分 布 を
示 す ベ ク ト ル を 得 る 手 順
を 含 む 代 謝 フ ラ ッ ク ス 分 布 決 定 方 法 を コ ン ピ ュ ー タ ー に 実 行 さ せ る た め の プ ロ グ ラ ム 。
【 ０ ０ １ ４ 】
【 数 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ １ ５ 】
（ ７ ） 　 細 胞 の 代 謝 フ ラ ッ ク ス 分 布 を 決 定 す る プ ロ グ ラ ム で あ っ て 、
１ ） 基 質 か ら 生 産 す る 物 質 に 至 る 生 化 学 反 応 式 に 基 づ い て 化 学 量 論 行 列 を 生 成 す る 手 順 、
２ ） 前 記 化 学 量 論 行 列 が と り う る 解 の 空 間 内 に 存 在 す る 解 の ベ ク ト ル 集 合 を 算 出 す る 手 順
、
３ ） 算 出 さ れ た 解 の ベ ク ト ル 集 合 か ら 、 入 力 値 が 得 ら れ る 物 質 に つ い て 、 そ れ ら の 物 質 に
対 応 す る ベ ク ト ル 要 素 が 最 大 と な る 最 大 ベ ク ト ル 、 お よ び 、 同 ベ ク ト ル 要 素 の 値 が 、 最 大
ベ ク ト ル に お け る 値 に 対 し て 所 定 の 範 囲 に あ る ベ ク ト ル を 選 択 す る 手 順 、
４ ） 選 択 さ れ た ベ ク ト ル の そ れ ぞ れ に 対 し て 、 下 記 式 に よ る 線 形 合 成 を 行 い 、 代 謝 フ ラ ッ
ク ス 分 布 を 示 す ベ ク ト ル の 集 合 を 得 る 手 順 、
５ ） ベ ク ト ル の 集 合 に お け る ベ ク ト ル 要 素 の 値 の 分 布 に 基 づ い て フ ラ ッ ク ス を 決 定 す る 手
順
を 含 む 代 謝 フ ラ ッ ク ス 分 布 決 定 方 法 を コ ン ピ ュ ー タ ー に 実 施 さ せ る た め の プ ロ グ ラ ム 。
【 ０ ０ １ ６ 】
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【 数 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ １ ７ 】
（ ８ ） 　 （ ６ ） ま た は （ ７ ） の プ ロ グ ラ ム を 記 録 し た こ と を 特 徴 と す る コ ン ピ ュ ー タ ー 読
み 取 り 可 能 な 記 録 媒 体 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 の 決 定 方 法 に よ れ ば 、 培 養 中 の 微 生 物 や 培 地 の サ ン プ ル 分 析 に よ り 得 ら れ る 最 低
限 の 分 析 情 報 か ら 、 す べ て の 代 謝 フ ラ ッ ク ス を 決 定 す る こ と が で き る 。 ま た 、 そ の 決 定 方
法 を 用 い て 、 入 力 デ ー タ の 誤 差 を 許 容 し た と き に す べ て の 代 謝 フ ラ ッ ク ス が 変 動 し う る 範
囲 を 求 め る こ と が で き る 。 ア ミ ノ 酸 、 核 酸 に 代 表 さ れ る 微 生 物 等 の 細 胞 を 用 い た 物 質 生 産
に お い て 、 目 的 生 産 物 ま た は 菌 体 の 収 率 や 生 産 性 を 改 善 す る た め に 有 効 な 、 細 胞 の 改 変 手
法 を 予 測 す る の に 有 用 な 代 謝 フ ラ ッ ク ス を 容 易 に 決 定 で き る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ９ 】
　 以 下 、 本 発 明 を 詳 細 に 説 明 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
＜ １ ＞ 本 発 明 の 代 謝 フ ラ ッ ク ス 決 定 方 法
　 本 発 明 の 代 謝 フ ラ ッ ク ス 決 定 方 法 は 、 細 胞 を 用 い た 物 質 生 産 に お い て 一 部 の 分 析 情 報 の
み か ら 代 謝 フ ラ ッ ク ス を 決 定 す る 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 に お け る 代 謝 フ ラ ッ ク ス と は 、 細 胞 内 の 生 化 学 反 応 の 化 学 量 論 モ デ ル と 代 謝 物 間
の 質 量 作 用 則 か ら 導 か れ る 代 謝 反 応 速 度 （ flux） を 指 す 。 代 謝 フ ラ ッ ク ス 分 布 は 、 代 謝 フ
ラ ッ ク ス の 集 合 で あ り 、 代 謝 フ ラ ッ ク ス を ベ ク ト ル 要 素 と す る ベ ク ト ル に よ り 表 す こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 に お け る 細 胞 は 、 物 質 生 産 に 用 い ら れ る も の で あ れ ば 、 ど の よ う な も の も 対 象 と
な る 。 例 え ば 、 各 種 培 養 細 胞 、 カ ビ 、 酵 母 、 各 種 バ ク テ リ ア 等 が 挙 げ ら れ る 。 好 ま し く は
、 有 用 化 合 物 、 例 え ば ア ミ ノ 酸 、 核 酸 、 ま た は 有 機 酸 を 産 生 す る 能 力 を 保 持 す る 微 生 物 で
あ る 。 ア ミ ノ 酸 、 核 酸 、 ま た は 有 機 酸 の 生 産 能 を 保 持 す る 微 生 物 と し て は 、 例 え ば 、 大 腸
菌 、 バ チ ル ス 属 細 菌 、 コ リ ネ 型 細 菌 な ど が 好 適 に 用 い ら れ る 。 よ り 好 ま し く は 、 ア ミ ノ 酸
生 産 能 及 び ／ 又 は 有 機 酸 生 産 能 を 保 持 す る 微 生 物 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 の 決 定 方 法 に お け る 第 １ の 工 程 で は 、 基 質 か ら 生 産 す る 物 質 に 至 る 生 化 学 反 応 式
に 基 づ い て 化 学 量 論 行 列 を 生 成 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
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　 生 化 学 反 応 は 、 細 胞 内 の 代 謝 物 が 酵 素 反 応 に よ っ て 細 胞 内 で 変 換 さ れ る 過 程 を 指 し 、 多
く の 生 物 に 関 し て 、 デ ー タ ベ ー ス 化 さ れ て い る 。 例 え ば 、 Kyoto Encyclopedia of Genes 
and Genomes（ KEGG） （ http://www.genome.ad.jp/kegg/） を 参 照 す る こ と が 出 来 る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 基 質 と は 、 通 常 に は 、 細 胞 が 炭 素 源 と し て 使 用 す る 物 質 で あ り 、 そ の 例 と し て は 、 グ ル
コ ー ス 、 シ ュ ー ク ロ ー ス 、 フ ル ク ト ー ス 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 生 産 す る 物 質 に は 、 単 一 の 代 謝 物 だ け で な く 、 菌 体 の よ う な 代 謝 物 の 集 合 体 も 含 ま れ る
。 物 質 生 産 は 、 通 常 に は 、 物 質 の 生 産 速 度 と し て 評 価 さ れ 、 物 質 が 菌 体 の 場 合 に は 、 特 に
菌 体 （ biomass） 収 率 と し て 評 価 さ れ 得 る 。 菌 体 収 率 と は 、 タ ン パ ク 質 、 炭 水 化 物 、 核 酸
、 脂 質 等 の 細 胞 構 成 成 分 に 変 換 す る 効 率 を 示 す 。 化 学 量 論 行 列 と は 、 代 謝 フ ラ ッ ク ス 解 析
に 通 常 に 用 い ら れ る 行 列 で あ り 、 代 謝 フ ラ ッ ク ス 解 析 に お け る 通 常 の 方 法 に よ り 、 基 質 か
ら 生 成 物 質 に 至 る 生 化 学 反 応 式 を 列 挙 し て 、 化 学 量 論 マ ト リ ッ ク ス を 生 成 す る こ と が で き
る 。 こ れ に は 細 胞 内 代 謝 中 間 体 の 擬 定 常 状 態 を 仮 定 し て 行 う 方 法 が 一 般 的 に 知 ら れ て い る
(Savinell, J. M. and Palsson, B. O. J. Theor. Biol. 154:421-454, 1992; Vallino, 
J. J. and Stephanopoulos, G. Biotechnol. Bioeng. 41:633-646, 1993)。 反 応 式 を 列 挙
す る 際 に は 、 分 岐 の な い 一 連 の 反 応 を 一 つ の 反 応 と し て 扱 う 、 代 謝 速 度 の 速 い 反 応 に よ り
変 換 さ れ る 反 応 前 後 の 代 謝 物 を 一 つ の 代 謝 物 と し て 扱 う な ど 、 反 応 経 路 の 簡 略 化 を 行 っ て
も よ い 。 生 産 す る 物 質 が 菌 体 の 場 合 に は 、 細 胞 構 成 成 分 に 至 る 生 化 学 反 応 を 列 挙 す る こ と
に よ っ て 化 学 量 論 行 列 を 記 述 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 の 決 定 方 法 の 第 ２ の 工 程 で は 、 前 記 化 学 量 論 行 列 よ り 定 義 さ れ る 解 の 空 間 内 に 存
在 す る 解 の ベ ク ト ル の 集 合 を 算 出 す る 。 解 の 空 間 内 に 存 在 す る 特 異 的 な ベ ク ト ル の 集 合 を
解 析 す る 一 手 法 と し て は 、 エ レ メ ン タ リ ー モ ー ド の 解 析 を 用 い る こ と が 出 来 る （ Klamt S,
 Shuster S, Gilles ED., Biotechnology and Bioengineering 77(7):734-51, 2002） 。
本 手 法 以 外 に も 解 の 空 間 内 に 存 在 す る 解 を 求 め る 方 法 と し て 、 定 義 し た 化 学 量 論 行 列 の 自
由 度 と 同 数 の 独 立 な 代 謝 フ ラ ッ ク ス を 自 由 フ ラ ッ ク ス と し て 選 択 し 、 そ の 制 約 条 件 内 で 統
計 解 析 に 十 分 な 数 の ラ ン ダ ム な 組 み 合 わ せ を 生 成 し 、 生 成 し た 組 み 合 わ せ の そ れ ぞ れ か ら
、 前 記 化 学 量 論 行 列 に 基 づ い て 解 を 算 出 す る と い う も の が あ げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 の 決 定 方 法 の 第 ３ の 工 程 で は 、 先 の 工 程 で 算 出 さ れ た 解 の ベ ク ト ル 集 合 か ら 、 入
力 値 が 得 ら れ る 物 質 に つ い て 、 そ れ ら の 物 質 に 対 応 す る ベ ク ト ル 要 素 が 最 大 と な る 最 大 ベ
ク ト ル を 選 択 す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 入 力 値 は 、 測 定 可 能 な も の で あ れ ば 特 に 制 限 さ れ な い が 、 カ ー ボ ン バ ラ ン ス に 大 き く 関
与 す る デ ー タ 、 例 え ば 、 目 的 生 産 物 生 成 速 度 や 菌 体 生 成 速 度 、 そ し て 二 酸 化 炭 素 排 出 速 度
の 分 析 値 等 が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 入 力 値 に は 、 培 養 実 験 に よ り 得 ら れ た 分 析 値 か ら 、 細 胞 を 用 い た 物 質 生 産 に お け る 理 論
的 お よ び ／ ま た は 経 験 的 な 知 識 に 基 づ い て 算 出 さ れ る 値 も 含 ま れ る 。 例 え ば 、 分 析 値 と し
て 目 的 生 産 物 生 成 速 度 お よ び 菌 体 生 成 速 度 が 得 ら れ て い る 場 合 、 そ の 細 胞 で は 、 目 的 生 産
物 と 菌 体 の 他 の ア ウ ト プ ッ ト 炭 素 は ほ と ん ど 二 酸 化 炭 素 で あ る と い う 知 識 が あ れ ば 、 こ れ
に 基 づ き 、 基 質 消 費 速 度 、 目 的 生 産 物 生 成 速 度 お よ び 菌 体 生 成 速 度 か ら 二 酸 化 炭 素 排 出 速
度 を 算 出 し て 入 力 値 に 含 め る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 入 力 値 は 、 物 質 の 収 支 、 特 に 炭 素 の 収 支 を 考 慮 し て 選 択 す る こ と が 好 ま し い 。 こ れ に よ
り 、 代 謝 フ ラ ッ ク ス 分 布 の 決 定 の 精 度 を 上 げ る こ と が で き る 。 炭 素 の 収 支 に 大 き く 関 与 す
る デ ー タ と し て は 、 菌 体 生 成 速 度 、 二 酸 化 炭 素 排 出 速 度 な ど が あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 入 力 値 が 得 ら れ る 物 質 に 対 応 す る ベ ク ト ル 要 素 と は 、 そ の 物 質 の 生 成 速 度 を 表 す ベ ク ト
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ル 要 素 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 選 択 さ れ る ベ ク ト ル は 、 入 力 値 が 得 ら れ る 物 質 に 対 応 す る ベ ク ト ル 要 素 が 最 大 と な る も
の で あ り 、 入 力 値 が 得 ら れ る 物 質 が 、 目 的 生 産 物 、 菌 体 、 二 酸 化 炭 素 お よ び 副 生 成 物 の ４
つ で あ れ ば 、 目 的 生 産 物 に 対 応 す る ベ ク ト ル 要 素 が 最 大 と な る ベ ク ト ル 、 菌 体 に 対 応 す る
ベ ク ト ル 要 素 が 最 大 と な る ベ ク ト ル 、 二 酸 化 炭 素 に 対 応 す る ベ ク ト ル 要 素 が 最 大 と な る ベ
ク ト ル 、 お よ び 、 副 生 成 物 に 対 応 す る ベ ク ト ル 要 素 が 最 大 と な る ベ ク ト ル の ４ つ の ベ ク ト
ル が 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 の 決 定 方 法 の 第 ４ の 工 程 で は 、 上 記 式 (I)お よ び (II)に よ る 線 形 合 成 を 行 う こ と
に よ り 代 謝 フ ラ ッ ク ス 分 布 を 示 す ベ ク ト ル を 得 る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 入 力 値 と 整 合 性 を と る た め の 係 数 （ 式 (I)お よ び (II)に お け る p） と は 、 入 力 値 が 得 ら れ
る 物 質 に 対 応 す る ベ ク ト ル 要 素 を 、 そ の 入 力 値 と 一 致 さ せ る た め の 係 数 で 、 通 常 に は 、 入
力 値 を 対 応 す る ベ ク ト ル 要 素 で 除 算 し た 値 に 等 し い が 、 細 胞 を 用 い た 物 質 生 産 に お け る 理
論 的 お よ び ／ ま た は 経 験 的 な 知 識 に 基 づ い て 修 正 し て も よ い 。 こ の 係 数 が 必 要 な い 場 合 は
、 p=1と な る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 調 整 ベ ク ト ル は 、 必 要 に よ り 、 全 体 を 規 格 化 す る た め に 用 い ら れ る ベ ク ト ル で あ る （ 必
要 で な い 場 合 は 、 式 (I)お よ び (II)に お い て ｂ が ０ と な る ） 。 調 整 ベ ク ト ル は 、 細 胞 を 用
い た 物 質 生 産 に お け る 理 論 的 お よ び ／ ま た は 経 験 的 な 知 識 に 基 づ い て 選 択 す る こ と が 可 能
で あ る が 、 通 常 に は 、 物 質 収 支 を 規 格 化 す る 観 点 か ら 選 択 さ れ る 。 好 ま し く は 、 二 酸 化 炭
素 排 出 に 関 連 す る ベ ク ト ル を 用 い る 。 更 に 好 ま し く は 、 二 酸 化 炭 素 の 排 出 を 最 大 に す る 最
大 ベ ク ト ル を 用 い る 。 こ の 最 大 ベ ク ト ル は 、 単 純 に 、 取 り 込 ま れ た 基 質 が TCA回 路 に よ り
完 全 酸 化 さ れ た と し た と き の フ ラ ッ ク ス ベ ク ト ル と し て 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 調 整 ベ ク ト ル に つ い て も 、 細 胞 を 用 い た 物 質 生 産 に お け る 理 論 的 お よ び ／ ま た は 経 験 的
な 知 識 に 基 づ い て 修 正 す る た め に 適 切 な 係 数 (式 (I)お よ び (II)に お け る q)を 乗 じ て も よ い
。 こ の 係 数 が 必 要 な い 場 合 は 、 q=1と な る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 上 記 式 (I)お よ び (II)は 、 入 力 値 が 得 ら れ る 物 質 が 、 目 的 生 産 物 、 菌 体 、 二 酸 化 炭 素 お
よ び 副 生 成 物 で あ り 、 か つ 調 整 ベ ク ト ル を 用 い な い （ す な わ ち ｂ ＝ ０ で あ る ） 場 合 に は 、
下 記 の よ う に 表 す こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
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【 数 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 線 形 合 成 に 用 い る ベ ク ト ル は 基 本 的 に は 最 大 ベ ク ト ル で あ る が 、 最 大 ベ ク ト ル に 対 し て
乖 離 許 容 範 囲 を 設 定 す る こ と が 可 能 で 、 そ の 操 作 に よ り 代 謝 フ ラ ッ ク ス ベ ク ト ル の 変 動 範
囲 を 計 算 す る こ と が で き る 。 す な わ ち 、 第 ３ の 工 程 に お い て 、 入 力 値 が 得 ら れ る 物 質 に 対
応 す る ベ ク ト ル 要 素 が 最 大 と な る 最 大 ベ ク ト ル に 加 え て 、 同 ベ ク ト ル 要 素 の 値 が 、 最 大 ベ
ク ト ル に お け る 値 に 対 し て 所 定 の 範 囲 内 に あ る ベ ク ト ル を 選 択 し 、 選 択 さ れ た ベ ク ト ル の
そ れ ぞ れ に 対 し て 、 第 ４ の 工 程 と 同 様 に 線 形 合 成 を 行 い 、 代 謝 フ ラ ッ ク ス 分 布 を 示 す ベ ク
ト ル の 集 合 を 得 、 ベ ク ト ル の 集 合 に お け る ベ ク ト ル 要 素 の 値 の 分 布 に 基 づ い て フ ラ ッ ク ス
を 決 定 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 所 定 の 範 囲 は 、 入 力 値 の 誤 差 に 応 じ て 適 宜 選 択 す れ ば よ く 、 例 え ば ９ ９ ％ 以 上 （ 乖 離 許
容 範 囲 １ ％ ） 、 ９ ６ ％ 以 上 （ 乖 離 許 容 範 囲 ４ ％ ） が 挙 げ ら れ る 。 乖 離 許 容 範 囲 は 、 通 常 に
は 、 ０ ～ １ ０ ％ 程 度 で あ る が 、 好 ま し く は ０ ～ ５ ％ 程 度 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 発 明 の 決 定 方 法 に お け る 数 学 的 処 理 は 、 個 々 に プ ロ グ ラ ム す る こ と も 可 能 で あ る が 、
MatLab（ MathWorks） 、 Mathematica（ Wolfram Research） 等 の 数 学 計 算 プ ロ グ ラ ム を 使 用
す る こ と で 容 易 に 実 施 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
＜ ２ ＞ 本 発 明 の プ ロ グ ラ ム
　 本 発 明 の プ ロ グ ラ ム は 、 細 胞 の 代 謝 フ ラ ッ ク ス 分 布 を 決 定 す る プ ロ グ ラ ム で あ っ て 、
１ ） 基 質 か ら 生 産 す る 物 質 に 至 る 生 化 学 反 応 式 に 基 づ い て 化 学 量 論 行 列 を 生 成 す る 手 順 、
２ ） 前 記 化 学 量 論 行 列 が と り う る 解 の 空 間 内 に 存 在 す る 解 の ベ ク ト ル 集 合 を 算 出 す る 手 順
、
３ ） 算 出 さ れ た 解 の ベ ク ト ル 集 合 か ら 、 入 力 値 が 得 ら れ る 物 質 に つ い て 、 そ れ ら の 物 質 に
対 応 す る ベ ク ト ル 要 素 が 最 大 と な る ベ ク ト ル を 選 択 す る 手 順 、
４ ） 選 択 さ れ た ベ ク ト ル に 対 し て 、 上 記 式 (I)お よ び (II)に よ る 線 形 合 成 を 行 い 、 代 謝 フ
ラ ッ ク ス 分 布 を 示 す ベ ク ト ル を 得 る 手 順
を 含 む 代 謝 フ ラ ッ ク ス 分 布 決 定 方 法 を コ ン ピ ュ ー タ ー に 実 行 さ せ る た め の プ ロ グ ラ ム で あ
る 。
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【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 発 明 の プ ロ グ ラ ム の フ ロ ー チ ャ ー ト を 図 ５ に 示 す 。 各 手 順 は 、 本 発 明 の 決 定 方 法 の 第
１ ～ 第 ４ の 工 程 を 行 う 手 順 で あ り 、 そ の 手 順 を コ ン ピ ュ ー タ ー に 実 行 さ せ る プ ロ グ ラ ム は
、 通 常 の プ ロ グ ラ ム 化 の 方 法 に 従 っ て 作 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 発 明 の プ ロ グ ラ ム に お い て は 、 第 ３ の 手 順 に お い て 、 入 力 値 が 得 ら れ る 物 質 に 対 応 す
る ベ ク ト ル 要 素 が 最 大 と な る 最 大 ベ ク ト ル に 加 え て 、 同 ベ ク ト ル 要 素 の 値 が 、 最 大 ベ ク ト
ル に お け る 値 に 対 し て 所 定 の 範 囲 内 に あ る ベ ク ト ル を 選 択 し 、 選 択 さ れ た ベ ク ト ル の そ れ
ぞ れ に 対 し て 、 第 ４ の 手 順 と 同 様 に 線 形 合 成 を 行 い 、 代 謝 フ ラ ッ ク ス 分 布 を 示 す ベ ク ト ル
の 集 合 を 得 、 ベ ク ト ル の 集 合 に お け る ベ ク ト ル 要 素 の 値 の 分 布 に 基 づ い て フ ラ ッ ク ス を 決
定 す る こ と も で き る 。 こ の 場 合 の フ ロ ー チ ャ ー ト を 図 ６ に 示 す 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 ま た 、 本 発 明 に か か る プ ロ グ ラ ム を 、 コ ン ピ ュ ー タ ー 読 み 取 り 可 能 な 記 録 媒 体 に 格 納 す
る こ と も で き る 。 こ こ で 、 こ の 「 記 録 媒 体 」 は 、 フ ロ ッ ピ ー （ 登 録 商 標 ） デ ィ ス ク 、 光 磁
気 デ ィ ス ク 、 Ｒ Ｏ Ｍ 、 Ｅ Ｐ Ｒ Ｏ Ｍ 、 Ｅ Ｅ Ｐ Ｒ Ｏ Ｍ 、 Ｃ Ｄ － Ｒ Ｏ Ｍ 、 Ｍ Ｏ 、 Ｄ Ｖ Ｄ 等 の 任 意
の 「 可 搬 用 の 物 理 媒 体 」 や 、 各 種 コ ン ピ ュ ー タ シ ス テ ム に 内 蔵 さ れ る Ｒ Ｏ Ｍ 、 Ｒ Ａ Ｍ 、 Ｈ
Ｄ 等 の 任 意 の 「 固 定 用 の 物 理 媒 体 」 、 あ る い は 、 Ｌ Ａ Ｎ 、 Ｗ Ａ Ｎ 、 イ ン タ ー ネ ッ ト に 代 表
さ れ る ネ ッ ト ワ ー ク を 介 し て プ ロ グ ラ ム を 送 信 す る 場 合 の 通 信 回 線 や 搬 送 波 の よ う に 、 短
期 に プ ロ グ ラ ム を 保 持 す る 「 通 信 媒 体 」 を 含 む も の と す る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 ま た 、 「 プ ロ グ ラ ム 」 は 、 任 意 の 言 語 や 記 述 方 法 に て 記 述 さ れ た デ ー タ 処 理 方 法 で あ り
、 ソ ー ス コ ー ド や バ イ ナ リ コ ー ド 等 の 形 式 を 問 わ な い 。 な お 、 「 プ ロ グ ラ ム 」 は 必 ず し も
単 一 的 に 構 成 さ れ る も の に 限 ら れ ず 、 複 数 の モ ジ ュ ー ル や ラ イ ブ ラ リ と し て 分 散 構 成 さ れ
る も の や 、 Ｏ Ｓ （ Ｏ ｐ ｅ ｒ ａ ｔ ｉ ｎ ｇ  Ｓ ｙ ｓ ｔ ｅ ｍ ） に 代 表 さ れ る 別 個 の プ ロ グ ラ ム と
協 働 し て そ の 機 能 を 達 成 す る も の を も 含 む 。 な お 、 実 施 の 形 態 に 示 し た 各 装 置 に お い て 記
録 媒 体 を 読 み と る た め の 具 体 的 な 構 成 、 読 み 取 り 手 順 、 あ る い は 、 読 み 取 り 後 の イ ン ス ト
ー ル 手 順 等 に つ い て は 、 周 知 の 構 成 や 手 順 を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 以 下 、 本 発 明 を 実 施 例 に よ り さ ら に 説 明 す る 。
【 参 考 例 １ 】
【 ０ ０ ４ ９ 】
（ １ ） 代 謝 フ ラ ッ ク ス 解 析 モ デ ル の 構 築
　 細 胞 内 代 謝 中 間 体 の 擬 定 常 状 態 を 仮 定 し て 、 代 謝 フ ラ ッ ク ス を 計 算 す る 化 学 量 論 式 を 構
築 し た (Savinell and Palsson, Journal of Theoretical Biology 154, 421-454, 1992; 
Vallino and Stephanopoulos, Biotechnology and Bioengineering 41, 633-646, 1993)
。 こ の モ デ ル に 含 ま れ る 反 応 式 は 、 第 ２ 表 に 示 し た 通 り で あ り 、 各 略 号 の 説 明 に つ い て は
第 １ 表 に 記 載 す る 。 分 岐 の な い い く つ か の 反 応 は 、 式 を 単 純 化 す る た め 一 つ に ま と め た 。
ペ ン ト ー ス リ ン 酸 経 路 は 複 雑 な た め 、 ２ つ の 式 に ま と め て 表 記 し た 。 バ イ オ マ ス の 構 成 比
率 に つ い て は 以 前 報 告 さ れ て い る デ ー タ を 使 用 し た (Neidhardt et al., Physiology of t
he Bacterial Cell, 1990)。 ま た 、 細 胞 内 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 の 構 成 比 は 、 実 際 に 細 胞
内 タ ン パ ク 質 を 加 水 分 解 し て 得 た ア ミ ノ 酸 の 濃 度 比 よ り 求 め た 。 こ の モ デ ル の 化 学 量 論 行
列 は 自 由 度 が ８ で あ り 、 解 を 得 る た め に は 、 糖 消 費 速 度 の ほ か に ７ つ の フ ラ ッ ク ス を 決 め
な け れ ば な ら な い 。 ７ つ の フ リ ー フ ラ ッ ク ス と し て 、 次 の も の を 定 義 し た 。 菌 体 生 成 速 度
、 リ ジ ン 生 産 速 度 、 酢 酸 生 成 速 度 、 蟻 酸 生 成 速 度 、 ICLフ ラ ッ ク ス 、 G6PDHフ ラ ッ ク ス 、 リ
ン ゴ 酸 酵 素 (Malic Enzyme)フ ラ ッ ク ス で あ る 。 菌 体 生 成 速 度 お よ び 各 種 生 成 速 度 に つ い て
は 、 培 養 実 験 よ り 結 果 を 得 た 。 そ し て 、 残 り の ３ つ の フ ラ ッ ク ス に つ い て は 、 ア ミ ノ 酸 な
ど の 同 位 体 分 布 の 測 定 値 を 元 に 最 適 化 ア ル ゴ リ ズ ム に よ り 決 定 し た 。 ま た 、 構 築 し た モ デ
ル は １ ４ の 可 逆 反 応 を 含 む 。 そ の 可 逆 性 は 、 ０ か ら １ の 数 値 を 取 り う る 交 換 係 数 と し て 定
義 し た (Dauner et al., Biotechnology and Bioengineering 76, 144-156, 2001; Wieche
rt and de Graaf, Biotechnology and Bioengineering 55, 101-117, 1997)。 こ れ ら の 交

10

20

30

40

50

(13) JP 2005-293394 A 2005.10.20



換 係 数 も ま た 、 先 の ３ つ の フ リ ー フ ラ ッ ク ス と 同 様 に 同 位 体 分 布 の 測 定 値 を 元 に 決 定 す る
変 数 で あ る 。 解 糖 系 、 ペ ン ト ー ス リ ン 酸 経 路 、 TCAサ イ ク ル の 隣 り 合 う 反 応 の 可 逆 性 は 簡
単 の た め 等 し い と 仮 定 し た 。 感 度 分 析 の 結 果 、 第 ２ 表 の 反 応 リ ス ト 中 の 反 応 ９ ， ２ ８ ， ２
９ に つ い て は 、 同 位 体 分 布 に 影 響 を ほ と ん ど 与 え な い こ と が 明 ら か と な っ た た め 、 ０ と 仮
定 し た 。 以 上 よ り 、 決 定 し な け れ ば な ら な い 可 逆 反 応 は ６ つ と な っ た 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 モ デ ル 内 の す べ て の 物 質 の IDV(Isotopomer Distribution Vector)を 計 算 す る た め に 、
フ リ ー フ ラ ッ ク ス と 交 換 係 数 お よ び 基 質 の ア イ ソ ト ポ マ ー 分 布 の 関 数 と し て ア イ ソ ト ポ マ
ー バ ラ ン ス 式 を 構 築 し た 。 IDVと い う 列 ベ ク ト ル は 、 ア イ ソ ト ポ マ ー の 割 合 を 表 し 、 要 素
の 合 計 は １ と な る も の で あ る (Schmidt et al., Biotechnology and Bioengineering 55, 
831-840, 1997; Wittmann and Heinzle, Biotechnology and Bioengineering 62, 739-75
0, 1999)。 ア イ ソ ト ポ マ ー バ ラ ン ス 式 は 、 Schmitら に よ り 詳 細 に 説 明 さ れ て い る ア イ ソ ト
ポ マ ー マ ッ ピ ン グ マ ト リ ッ ク ス （ IMM） を 用 い て 記 述 さ れ て い る (Schmidt, et al., Biote
chnology and Bioengineering 55, 831-840, 1997)。 ア ト ム マ ッ ピ ン グ マ ト リ ッ ク ス （ AM
M） は 、 反 応 物 か ら 生 成 物 へ の 炭 素 原 子 の 移 動 を 表 記 し た 行 列 で 、 こ れ を 元 に 、 数 値 計 算
ソ フ ト で あ る MATLAB(The MathWorks, Natick, MA)を 用 い て 、 反 応 物 か ら 生 成 物 へ の ア イ
ソ ト ポ マ ー の 移 動 を 表 記 す る 行 列 で あ る ア イ ソ ト ポ マ ー マ ッ ピ ン グ マ ト リ ッ ク ス （ IMM）
を 計 算 す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 ア イ ソ ト ポ マ ー の バ ラ ン ス 式 は 、 フ リ ー フ ラ ッ ク ス と 交 換 係 数 を 入 力 と し て Gause-Seid
elの 繰 り 返 し 法 を 用 い て 解 く こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 グ ル コ ー ス の 消 費 に 加 え て 、 微 生 物 細 胞 は 二 酸 化 炭 素 を 取 り 込 み 、 生 育 の 途 中 で 酢 酸 を
消 費 す る 。 二 酸 化 炭 素 は 、 同 位 体 標 識 グ ル コ ー ス の 代 謝 か ら も 発 生 す る た め 何 割 か は 1 3 C-
二 酸 化 炭 素 で あ る 。 こ の 割 合 は 、 二 酸 化 炭 素 を 発 生 す る す べ て の 反 応 を 考 慮 し た 二 酸 化 炭
素 の バ ラ ン ス 式 に よ り 計 算 さ れ た 。 正 確 な 値 は 細 胞 内 代 謝 フ ラ ッ ク ス 分 布 に 依 存 し て 異 な
る が 、 概 し て 32%程 度 で あ っ た 。 こ の 計 算 を す る に あ た り 、 大 気 中 か ら の 二 酸 化 炭 素 を 消
費 す る こ と は な い と 仮 定 し た 。 な ぜ な ら ば 、 細 胞 が 同 位 体 標 識 グ ル コ ー ス を 消 費 し て 発 生
し た 二 酸 化 炭 素 の 濃 度 は 非 常 に 高 く （ 実 験 で は 、 排 出 二 酸 化 炭 素 の 濃 度 は 、 ４ ～ ５ ％ に 及
ん だ ） 、 発 酵 槽 中 の 二 酸 化 炭 素 分 圧 は す べ て 細 胞 が 排 出 し た 二 酸 化 炭 素 と 考 え て 差 し 支 え
な い か ら で あ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 マ ス ス ペ ク ト ロ メ ト リ ー に よ る 分 析 か ら 各 物 質 す べ て の ア イ ソ ト ポ マ ー 分 布 を 求 め る こ
と は で き な い が 、 重 量 の 分 布 は 求 め る こ と が で き る 。 こ の 情 報 は 、 重 量 分 布 ベ ク ト ル （ MD
V） と し て 表 す こ と と し 、 各 要 素 は 同 じ 重 量 か ら な る ア イ ソ ト ポ マ ー を 含 ん で い る （ Wittm
an and Heinzle, Biotechnology and Bioengineering 62, 739-750, 1999） 。 従 っ て 、 炭
素 数 nの 物 質 に は 、 MDVの 要 素 数 は n+1個 存 在 す る こ と と な る 。 MDVは 、 IDVか ら 同 じ 重 量 の
要 素 を 合 計 し て 計 算 す る こ と が で き る 。 こ う し て 計 算 さ れ た MDVは 、 実 験 よ り も と め た MDV
と 比 較 す る こ と に よ り 、 モ デ ル の 結 果 が ど れ だ け 実 験 値 と あ っ て い る か を 評 価 す る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
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【 表 ２ － １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ７ 】

10

20

30

40

(17) JP 2005-293394 A 2005.10.20



【 表 ２ － ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ８ 】
（ ２ ） 天 然 に 存 在 す る 炭 素 、 水 素 、 窒 素 、 酸 素 、 各 原 子 の 同 位 体 に よ る 影 響 を 補 正
　 Heizleら の 論 文 (Wittman and Heinzle, Biotechnology and Bioengineering 62, 739-7
50, 1999)に 従 い 、 プ ロ グ ラ ム を 作 成 し て 全 分 析 デ ー タ に 対 し て 水 素 、 窒 素 、 酸 素 の 自 然
同 位 体 に よ る 影 響 の 補 正 を 実 施 し た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 天 然 に 存 在 す る 水 素 、 炭 素 、 窒 素 、 酸 素 の 同 位 体 の 比 率 は そ れ ぞ れ 、 1 H=0.99985、 2 H=0
.015、 1 2 C=0.98893、 1 3 C=0.01107、 1 4 N=0.99634、 1 5 N=0.00366、 1 6 O=0.99759、 1 7 O=0.000
37、 1 8 O=0.00204と し て 計 算 し た 。 α を 低 質 量 同 位 体 の 存 在 比 率 、 β を 高 質 量 同 位 体 の 存
在 比 率 と し （ α +β =1を 満 た す ） 、 ρ niを 対 応 す る 二 項 係 数 と す る と 、 水 素 、 炭 素 、 窒 素
の 自 然 同 位 体 補 正 行 列 は 以 下 の よ う に 記 述 で き る 。 E1は 物 質 名 と す る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
【 数 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ １ 】
　 ま た 、 酸 素 の 自 然 同 位 体 補 正 行 列 は 以 下 の も の を 使 用 し た 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
【 数 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ３ 】
（ ３ ） 代 謝 フ ラ ッ ク ス 最 適 化
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　 ア イ ソ ト ポ マ ー の バ ラ ン ス 式 を 用 い て フ リ ー フ ラ ッ ク ス と 交 換 反 応 の フ ラ ッ ク ス を 入 力
値 と し て MDVを 計 算 し 、 実 験 で 得 た MDVと の 差 の 2乗 和 が 最 小 と な る よ う に 先 に 入 力 し た フ
リ ー フ ラ ッ ク ス と 交 換 反 応 の フ ラ ッ ク ス の 値 を 進 化 的 ア ル ゴ リ ズ ム (Stephani et al, Jou
rnal of theoretical Biology 199, 45-61, 1999)に よ り 最 適 化 す る と い う プ ロ グ ラ ム を
構 築 し た 。 最 適 化 対 象 の 変 数 は 、 ICL、 Malic Enzyme、 ペ ン ト ー ス リ ン 酸 経 路 （ G6PDH） の
フ ラ ッ ク ス 、 6つ の 交 換 反 応 の 値 、 お よ び 、 タ ン パ ク 質 と 細 胞 内 ア ミ ノ 酸 プ ー ル と の 交 換
反 応 を 表 す Pexで あ る 。 菌 体 収 率 、 リ ジ ン 収 率 に つ い て は 、 入 力 値 に 対 し て 20%の ず れ を 許
容 す る よ う に 設 定 し た 。 こ れ は 、 実 験 の 際 の 測 定 誤 差 を 加 味 す る た め で あ る 。 計 算 時 間 を
短 縮 す る た め に 、 一 般 的 な 進 化 的 ア ル ゴ リ ズ ム に 対 し て い く つ か の 変 更 を 加 え た 。 種 々 検
討 し た 結 果 、 解 の 空 間 内 で 最 小 値 を 探 索 す る に は 要 素 数 が 50000、 世 代 数 が 200と い う 設 定
が 最 適 で あ る こ と が わ か っ た の で 、 解 析 に は そ れ ら の 設 定 値 を 用 い た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
（ ５ ） 感 度 分 析
　 フ リ ー フ ラ ッ ク ス の 信 頼 区 間 は 、 各 測 定 値 の 分 散 だ け で な く ヤ コ ビ ア ン 行 列 に も 依 存 す
る 。 ヤ コ ビ ア ン 行 列 と は 、 最 適 値 付 近 で フ リ ー フ ラ ッ ク ス が 変 化 し た と き の 各 IDVの 変 化
し や す さ を 表 現 す る も の で あ る 。 各 ア ミ ノ 酸 測 定 値 の 分 散 は 3回 の 分 析 値 か ら 求 め た 。 こ
れ ら を 元 に 、 Mollneyら (Biotechnology and Bioengineering 66, 86-103)の 方 法 に 従 っ て
感 度 行 列 を 計 算 し た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 培 養 実 験 を 実 施 す る 前 に 、 ラ ベ ル グ ル コ ー ス の 最 適 な 混 合 比 を 見 つ け る た め に 解 析 モ デ
ル の 感 度 分 析 を 実 施 し た 。 使 用 ラ ベ ル グ ル コ ー ス は 1-13C-Glcと U-13C-Glcに 限 定 し て 計 算
し た 結 果 、 そ れ ぞ れ 50%(mol%)ず つ の 混 合 比 が 最 適 で あ る と い う 結 果 を 得 た 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
（ ６ ） 培 養 実 験
　 後 記 の 実 施 例 １ （ ３ ） に 記 載 の 菌 株 、 プ ラ ス ミ ド 、 種 培 地 、 主 培 地 、 及 び 、 流 加 溶 液 を
使 用 し た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 LB寒 天 培 地 上 に WYK050/pCAB1菌 株 溶 液 を 塗 布 し 、 37℃ で 24時 間 静 置 培 養 し た 。 そ の 静 置
培 養 プ レ ー ト 2枚 の 細 胞 を 種 培 地 に 植 菌 し た 。 種 培 養 は 初 糖 を 完 全 に 消 費 し た 時 点 で 終 了
と し 、 そ の 培 養 液 を 主 培 地 に 植 菌 し て 主 培 養 を 行 っ た 。 培 養 に は 1Lジ ャ ー フ ァ ー メ ン タ ー
を 使 用 し た 。 同 位 体 基 質 と し て 、 標 識 グ ル コ ー ス を 使 用 し た （ 1-13C-Glc： U-13C-Glc＝ ５
： ５ ） 。 培 養 の 初 発 液 量 は 300mlで 、 温 度 、 ｐ Hは そ れ ぞ れ 37℃ 、 6.7に 制 御 し た 。 pHの 制
御 に は 、 ア ン モ ニ ア ガ ス を 使 用 し た 。 通 気 は 、 300ml/minに 制 御 し た 。 培 養 液 の 溶 存 酸 素
濃 度 は 常 に 5%以 上 を 維 持 す る よ う に 撹 拌 数 を 適 宜 制 御 し た 。 糖 液 （ 流 加 溶 液 ） の 流 加 は 、
培 養 17時 間 に 開 始 し た 。 流 加 速 度 は 、 培 地 の 糖 濃 度 が 5g/L以 下 に な る よ う に 適 宜 調 節 し た
。 発 酵 サ ン プ ル の 取 得 は 、 培 養 10時 間 目 と 培 養 25時 間 目 に 実 施 し た 。 補 正 用 に 菌 体 タ ン パ
ク 質 加 水 分 解 ア ミ ノ 酸 の 測 定 を 各 サ ン プ ル で 実 施 し た 。 各 ア ミ ノ 酸 の 同 位 体 分 布 測 定 は 、
LC-MSを 用 い て 行 っ た 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
（ ７ ） 代 謝 フ ラ ッ ク ス 解 析
　 上 述 し た （ ６ ） の 培 養 実 験 で 得 ら れ た 各 ア ミ ノ 酸 の 同 位 体 分 布 比 を 用 い て 、 前 述 の （ ３
） の 方 法 で 代 謝 フ ラ ッ ク ス の 計 算 を 実 施 し た 。 代 謝 フ ラ ッ ク ス 最 適 化 の 際 に 使 用 し た 、 菌
体 外 の リ ジ ン 生 成 速 度 お よ び 酢 酸 生 成 速 度 並 び に 菌 体 生 成 速 度 を 糖 消 費 速 度 で 規 格 化 し た
値 を 第 ３ 表 に 示 す 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 培 養 １ ０ 時 間 と 培 養 ２ ５ 時 間 目 の 解 析 の 結 果 、 得 ら れ た 自 由 フ ラ ッ ク ス を 第 ４ 表 に 、 ま
た 培 養 １ ０ 時 間 の 自 由 フ ラ ッ ク ス デ ー タ を 基 に 計 算 し た 代 謝 フ ラ ッ ク ス 分 布 を 図 ４ に 示 す
。
【 ０ ０ ７ ０ 】
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【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ １ 】
【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ ７ ２ 】
（ １ ） 化 学 量 論 マ ト リ ッ ク ス の 生 成
　 細 胞 内 代 謝 中 間 体 の 擬 定 常 状 態 を 仮 定 し て 、 代 謝 フ ラ ッ ク ス を 計 算 す る 化 学 量 論 式 を 構
築 し た (Savinell, J. M. and Palsson, B. O. J. Theor. Biol. 154:421-454, 1992; Val
lino, J. J. and Stephanopoulos, G. Biotechnol. Bioeng. 41:633-646, 1993)。 こ の モ
デ ル に 含 ま れ る 反 応 式 は 、 第 ６ 表 に 示 し た 通 り で あ り 、 各 略 号 の 説 明 に つ い て は 第 ５ 表 に
記 載 す る 。 分 岐 の な い い く つ か の 反 応 は 、 式 を 単 純 化 す る た め 一 つ に ま と め た 。 菌 体 （ bi
omass） の 構 成 比 率 に つ い て は 報 告 さ れ て い る デ ー タ を 使 用 し (Neidhardt、 F. C. et al.,
 Physiology of the Bacterial Cell. Sinauer Associates, Massachusetts. 1990)、 [68
]の 反 応 式 を 用 い て 表 し た 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
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【 表 ５ － １ 】
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【 表 ５ － ２ 】
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【 表 ６ － １ 】
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【 表 ６ － ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ７ 】
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【 表 ６ － ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ８ 】
（ ２ ） エ レ メ ン タ リ ー モ ー ド の 計 算
　 FluxAnalyzer（ developed by Steffen Klamt, the Max-Planck-Institute of Dynamics
 of Complex Technical Systems） を 用 い て 、 上 記 に 示 し た 化 学 量 論 式 を 入 力 し 、 そ の モ
デ ル の エ レ メ ン タ リ ー モ ー ド を 解 析 し た （ Klamt et al. Bioinformatics 19(2):261-269,
 2003） 。 得 ら れ た エ レ メ ン タ リ ー モ ー ド は ８ ５ ２ で あ っ た 。 そ の 中 の リ ジ ン 生 成 及 び 菌
体 生 成 を 最 大 に す る モ ー ド に お け る リ ジ ン 生 成 及 び 菌 体 生 成 の 値 は 、 リ ジ ン 生 成 が 8.52mm
ol/10mmol-Glcで 菌 体 生 成 が 1.16g/10mmol-Glcで あ っ た 。 ま た 、 排 出 二 酸 化 炭 素 を 最 大 に
す る モ ー ド に お け る 排 出 二 酸 化 炭 素 の 値 は 、 60mmol/10mmol-Glcで あ っ た 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
（ ３ ） 実 験 デ ー タ を 用 い た 代 謝 フ ラ ッ ク ス 解 析
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　 培 養 実 験 に は 、 以 下 に 示 す 菌 株 お よ び 培 地 を 使 用 し た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
（ ａ ） 大 腸 菌 株 と プ ラ ス ミ ド
菌 株 ： WYK050（ Escherichia coli野 生 株 W3110の S-(2-ア ミ ノ エ チ ル )シ ス テ イ ン 耐 性 か つ
リ ジ ン 分 解 系 遺 伝 子 ldc及 び cadA遺 伝 子 欠 損 株 （ Kikuchi, Y. et al. J. Bacteriol. 179,
 4486-4492, 1997） ） 。
プ ラ ス ミ ド ： pCAB1（ ベ ク タ ー RSF1010に E. coli由 来 lysC、 dapA、 dapB 遺 伝 子 を 搭 載 ）
　 培 養 に は 、 WYK050に pCAB1を 導 入 し た 菌 株 を 使 用 し た 。
【 ０ ０ ８ １ 】
（ ｂ ） 培 地
LB寒 天 培 地 ： 1.0％ バ ク ト ト リ プ ト ン 、 0.5％ バ ク ト イ ー ス ト エ キ ス ト ラ ク ト 、 1％ NaCl、 1
.5％ 寒 天 。 必 要 に 応 じ て ス ト レ プ ト マ イ シ ン を 20μ g/ml添 加 し た 。
主 培 養 培 地 ： 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム  16 g/L、 リ ン 酸 二 水 素 一 カ リ ウ ム  3 g/L、 酵 母 抽 出 物  4g
/L、 硫 酸 鉄 七 水 和 物  10 mg/L、 硫 酸 マ ン ガ ン 五 水 和 物  10 mg/L、 イ ソ ロ イ シ ン  400 mg/L
、 グ ル コ ー ス  40 g/L、 硫 酸 マ グ ネ シ ウ ム 七 水 和 物  1 g/L。 pHは 、 水 酸 化 カ リ ウ ム で 7.0に
調 整 し た 。 必 要 に 応 じ て ス ト レ プ ト マ イ シ ン を 20μ g/ml添 加 し た 。 主 培 養 培 地 は 大 腸 菌 の
液 体 培 養 に 使 用 し た 。
流 加 溶 液 ： グ ル コ ー ス  500 g/L、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム  80 g/L
【 ０ ０ ８ ２ 】
培 養 実 験
　 LB寒 天 培 地 上 に WYK050/pCAB1菌 株 溶 液 を 塗 布 し 、 37℃ で 24時 間 静 置 培 養 し た 。 そ の 静 置
培 養 プ レ ー ト 2枚 の 細 胞 を 種 培 地 に 植 菌 し た 。 種 培 養 は 初 糖 を 完 全 に 消 費 し た 時 点 で 終 了
と し 、 そ の 培 養 液 を 主 培 地 に 植 菌 し て 主 培 養 を 行 っ た 。 種 培 地 お よ び 主 培 地 の 組 成 は 同 じ
で あ り 、 上 記 の 主 培 養 培 地 の 通 り で あ る 。 培 養 に は 1Lジ ャ ー フ ァ ー メ ン タ ー を 使 用 し 、 基
質 に は グ ル コ ー ス を 使 用 し た 。 培 養 の 初 発 液 量 は 300 mlで 、 温 度 、 ｐ Hは そ れ ぞ れ 37℃ 、 6
.7に 制 御 し た 。 pHの 制 御 に は 、 ア ン モ ニ ア ガ ス を 使 用 し た 。 通 気 は 、 300 ml/minに 制 御 し
た 。 培 養 液 の 溶 存 酸 素 濃 度 は 常 に 5%以 上 を 維 持 す る よ う に 撹 拌 数 を 適 宜 制 御 し た 。 糖 液 （
流 加 溶 液 ） の 流 加 は 、 培 養 17時 間 に 開 始 し た 。 流 加 速 度 は 、 培 地 の 糖 濃 度 が 5g/L以 下 に な
る よ う に 適 宜 調 節 し た 。 発 酵 サ ン プ ル は 適 宜 取 得 し 、 リ ジ ン の 濃 度 に つ い て は ア ミ ノ 酸 ア
ナ ラ イ ザ ー （ HITACHI L-8500） を 使 用 し て 測 定 し 、 菌 体 量 に つ い て は 620 nmの 波 長 で ODを
測 定 し た 。 各 経 時 プ ロ フ ァ イ ル を 図 １ に 示 す 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 培 養 の 結 果 よ り 、 培 養 時 間 10時 間 の デ ー タ を 用 い て 、 代 謝 フ ラ ッ ク ス の 計 算 を 実 施 し た
。 比 増 殖 速 度 ＝ 0.364（ g/10mmol-Glc） 及 び リ ジ ン 生 産 速 度 ＝ 2.88（ mmol/10mmol-Glc） 、
な ら び に 、 ア ウ ト プ ッ ト さ れ る 炭 素 が 、 菌 体 と リ ジ ン 以 外 は 二 酸 化 炭 素 で あ る と し て こ れ
ら の 値 か ら 計 算 さ れ る 排 出 二 酸 化 炭 素 ＝ 26.2（ mmol/10mmol-Glc） と い う ３ つ の デ ー タ を
入 力 値 と し た 。 入 力 値 を 上 記 （ ２ ） で 得 ら れ た ベ ク ト ル 要 素 の 最 大 値 で 除 算 し て 求 め た 係
数 を そ れ ぞ れ 対 応 す る 最 大 ベ ク ト ル （ エ レ メ ン タ リ ー モ ー ド ） に 乗 じ 、 ベ ク ト ル の 線 形 合
成 を 行 い 、 フ ラ ッ ク ス ベ ク ト ル を 計 算 し た 。 こ の 際 に 、 線 形 合 成 に 用 い る ベ ク ト ル の 各 最
大 ベ ク ト ル に 対 す る 乖 離 許 容 範 囲 を 4%と し て と り う る フ ラ ッ ク ス ベ ク ト ル を 計 算 し た 。 す
な わ ち 、 入 力 値 に 対 応 す る フ ラ ッ ク ス （ ベ ク ト ル 要 素 ） が 最 大 に な る ベ ク ト ル に お け る そ
の 最 大 値 に 対 し て 、 同 ベ ク ト ル 要 素 の 値 が 乖 離 許 容 範 囲 に あ る ベ ク ト ル の そ れ ぞ れ を 用 い
た 場 合 に つ い て も 線 形 合 成 を 行 っ て フ ラ ッ ク ス ベ ク ト ル を 計 算 し た 。 計 算 さ れ た フ ラ ッ ク
ス ベ ク ト ル に お け る 各 フ ラ ッ ク ス を 分 布 と し て 示 し た 結 果 を 図 ２ に 示 す 。 グ ラ フ の 横 軸 は
フ ラ ッ ク ス 、 縦 軸 は 出 現 頻 度 を 示 す 。 矢 印 は 、 参 考 例 １ に 記 載 し た 方 法 で 代 謝 フ ラ ッ ク ス
解 析 を し た 結 果 で あ る 。 さ ら に 各 最 大 ベ ク ト ル に 対 す る 乖 離 許 容 範 囲 を 0%と し て 計 算 を し
た 結 果 を 図 ３ に 示 す 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 本 手 法 に よ る 計 算 結 果 は 参 考 例 １ に 示 し た 同 位 体 標 識 基 質 を 用 い た 代 謝 フ ラ ッ ク ス 解 析
結 果 と 非 常 に よ く 一 致 し た 。 代 謝 モ デ ル の 構 築 に 用 い た 反 応 式 は 、 参 考 例 １ と 、 実 施 例 １

10

20

30

40

50

(26) JP 2005-293394 A 2005.10.20



と で 、 一 部 が 異 な る が 、 こ れ は 、 参 考 例 １ で は 、 計 算 が 煩 雑 に な る の を 避 け る た め に 、 １
つ の 反 応 に ま と め ら れ る 複 数 反 応 を 簡 略 化 し て １ つ の 反 応 と し て 表 記 し た か ら で あ る 。 こ
の 簡 略 化 に よ り 実 質 的 な 結 果 の 相 違 が 生 じ な い こ と は 確 認 さ れ て い る 。 以 上 か ら 、 本 手 法
に よ り 、 菌 体 生 成 速 度 と 目 的 生 産 物 生 成 速 度 と い っ た 培 養 デ ー タ の み か ら モ デ ル 内 に お け
る 代 謝 フ ラ ッ ク ス 分 布 が 計 算 可 能 で あ る と い う こ と が わ か っ た 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ８ ５ 】
【 図 １ 】 培 養 試 験 に お け る リ ジ ン 生 成 と 菌 体 生 成 の 経 時 プ ロ フ ァ イ ル を 示 す 。
【 図 ２ 】 乖 離 許 容 範 囲 が 4%の 代 謝 フ ラ ッ ク ス 分 布 を 示 す 。
【 図 ３ 】 乖 離 許 容 範 囲 が 0%の 代 謝 フ ラ ッ ク ス 分 布 を 示 す 。
【 図 ４ 】 培 養 １ ０ 時 間 の 自 由 フ ラ ッ ク ス デ ー タ を 基 に 計 算 し た 代 謝 フ ラ ッ ク ス 分 布 を 示 す
。
【 図 ５ 】 本 発 明 の プ ロ グ ラ ム の 一 態 様 の フ ロ ー チ ャ ー ト を 示 す 。
【 図 ６ 】 本 発 明 の プ ロ グ ラ ム の 他 の 態 様 の フ ロ ー チ ャ ー ト を 示 す 。
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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