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学 位 論 文 内 容 の 要 旨 

 本研究では、解糖系の調節遺伝子である pykF や、大域調節遺伝子である fnr や cra などの遺伝子

欠損株大腸菌について、代謝調節制御機構の解明を行なっている。 

 第１章では、pykF 遺伝子や、大域調節遺伝子の役割などについて、これまでの既往の研究を展望し、

本研究テーマの意義について述べている｡ 

 第２章では、pykF 遺伝子欠損株大腸菌について、細胞内代謝物濃度や酵素活性を測定し、同位体実

験およＮＭＲや GC-MS を利用して代謝流束分布を求め、これらの情報を統合的に解析している｡その

結果、pykF 遺伝子を破壊すると、フォスフエノ－ルピルビン酸（PEP）の濃度が上昇し、補充反応の

PEP カルボキシラーゼ(Ppc)の反応が促進され、リンゴ酸脱水素酵素(MDH)、およびリンゴ酸酵素

(Mez)の反応が活性化され、ピルビン酸(PYR)を別経路で補充していること、さらに、このために、酢

酸生成が低下することをつきとめている｡また、PEP の濃度の上昇によって、解糖系のフォスフォフ

ラクトキナーゼ(Pfk)の酵素活性がアロステリックに阻害され、その結果、グルコース 6-リン酸（G6P）

の濃度が上昇し、このために、酸化的ペント－スリン酸（PP）経路の酵素活性、および反応速度が増

加することを示している｡ 

 第３章では、RT-PCR を用いて、遺伝子発現について調べており、pykF 遺伝子を破壊すると、

glk,pgi,pfkA,tpi の遺伝子発現が低下し、ppc,pckA,maeB,mdh、および酸化的 PP 経路の zwf や gnd の

発現量が著しく増加することを見つけている｡さらに、cra(fruR)の発現量が増加し、cyaA や ptsG の

発現量が低下していることを示し、これらがグルコース消費速度の低下と関係していることを示して

いる｡ 

 第４章では、fnr 遺伝子欠損株の代謝解析を行ない、この遺伝子を破壊すると、トリカルボン酸(TCA)

回路関連の遺伝子発現量や酵素活性が低下し、crp 遺伝子の発現量が増加することや、pfl や frd の遺
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伝子発現量が低下することを示しており、培養データを、これら、遺伝子発現、酵素活性、細胞内代

謝物濃度の観点から説明できることを示している｡ 

 第５章では、cra 遺伝子の破壊が代謝に及ぼす影響を統合的に調べ、DNA マイクロアレイを利用し

た遺伝子発現解析では、主要エネルギー代謝経路だけでなく、アミノ酸合成経路、脂肪酸合成経路、

膜透過に関連する遺伝子の一部が大きく変化することを見出しており、細胞の代謝全体に大きな影響

を与えることを示している。 

 第６章では、以上の結果をまとめると同時に、今後の研究の展望について述べており、本研究で得

られた成果が、今後の代謝解析の研究に大きな貢献をすることが示されている。 

学 位 論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨 

 多くの生物について、全ゲノム配列が解読され、これからは、これらのゲノム情報に加えて、遺伝

子発現やタンパク質発現の情報をもとに、代謝制御解析を行なうことが重要になってきている｡特に、

個々の遺伝子やタンパク質を in vitro で解析するだけではなく、細胞を in vivo でシステムとして解析

することがますます重要になってきている｡とりわけ、工学的観点からは、培養環境や遺伝子破壊が細

胞全体に及ぼす影響を定量的に解析し、産業応用も考えた視点の研究が重要になってきている｡また、

細胞の代謝調節制御機構を定量的に解析することも大変重要である｡ 

 このような観点から、本研究では、大腸菌細胞の pykF, fnr, cra 遺伝子の破壊株について、遺伝子発

現、タンパク質発現、細胞内代謝物濃度、代謝流束分布を統合的に解析し、細胞の代謝調節制御機構

を定量的に明らかにしており、細胞を in vivo で解析するための重要な知見が得られたものと思われ

る｡とりわけ、大域調節遺伝子である fnr や cra が細胞の調節に及ぼす影響を、定量的に解析した点は

高く評価される｡ 

 従来の研究では、遺伝子発現、タンパク質発現、代謝流束分布に関して、それぞれ別々に解析が行

なわれているが、本研究の特徴は、大腸菌細胞の遺伝子発現、タンパク質発現、細胞内代謝物濃度、

代謝流束分布を統合的に解析し、細胞の代謝調節制御機構を定量的に明らかにしていることであり、

細胞を in vivo で解析するための重要な知見が得られたものと思われる｡ 

 また、cra 遺伝子破壊株については、網羅的な遺伝子発現解析も行なっており、大変興味深い知見

が得られている。 

 以上の点から、論文調査及び最終試験の結果に基づき、審査委員会において慎重に審査した結果、

本論文が、博士（情報工学）の学位に十分値するものであると判断した。 

 




