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優秀修±論文推薦のことば

本研究は、非常に精度の高いヒト赤血球の代謝シミュレーションモデルを構築し、

根治療法の見つかっていない酵素欠損症を再現 したものである。その成果として、

グルタチオンという活性酸素除去に関わる重要な物質を生産する代謝経路が、グル

コース6リ ン酸脱水素酵素 欠損症の細胞 寿命に重大な影響を与える事を示唆 した。

また、本研究では様々な異常赤血球の再現に向けた汎用モデルを構築するために、

これまでに類を見ない大規模な代謝経路の動的モデル構築を行った。

本修士論文は上記の手法、結果ついて非常によくまとめられてお り、学術的に価

値の高いものとなっている。以上のことか ら、優秀論文にふさわ しいと考え、強く

推薦する。

慶磨義塾大学

環境情報学部専任講師

中山 洋一





病態 解析へ の応用 に向けた
ヒ ト赤血球代謝 シ ミュ レーシ ョンモデル の構 築





[題 目]

病態解析への応用に向けた

ヒ ト赤血球シミュレーシ ョンモデルの構築

ヒト赤血球において主経路 と言われる代謝反応を全て詳細な反応速度式で記述 し、E-CELL

Systenlllに 再現 した。 マグネシ ウムイオ ンやヘモグロビンタンパ クへの代謝物質 の結合

も考慮 し、 よ り実際の細胞 内濃度 に近 い定常値 を取得する ことに成功 した。

構築 したシ ミュ レー ションモデル を用 いてG6PD酵 素欠損症 の細胞内における代謝物

質や酵素反応の挙動 を予測 した ところ、ペ ン トース リン酸回路 の活性低下は再現できた も

のの、予測 された細胞 半減期 は実際の もの と比較 して短か った。そこで、実際の細胞 とシ

ミュ レーシ ョン結果 の相違 はモデル化の範囲にあるのではないか と考 え、還元型 グルタチ

オ ン(GSH)の 生合成系、酸化型 グル タチオ ン(GSSG)の 能動的 な排出系な どを加 えてモ

デ リングを行 った、G6PD欠 損症細胞 のGSHの 減少 とGSSGの 増加は膜 やヘモグロビ

ンを含む細胞内 タンパ クの酸化 を引 き起 こすr今 回、GSSGに よる解糖 系酵素PFKの 活

性低 ドも合わせて表現 した。 また、GSH生 合成系はGSHに よるフィー ドバ ック阻害に

よ り、普段 は活性 が抑え られてい る。

モデル拡張 を行 った結果、解糖系活性やATP濃 度が維持 され、報告 されているG6PD

欠損症 の特徴 とよ く一一致 した、このことか らG6PD欠 損症の細 胞機能 を維持 するにはグ

ル タチオ ン周辺 の代謝やGSSGに よる活性低下が不可 欠で あることが予測 されたc

実験や過去の知 見とシミュ レーシ ョンの相違点 か ら、それ を埋 める新 しい知 見を導 くと

いう、シ ミュ レーシ ョン研究 の応用例 となった。 また、細胞の異常状態における様 々な代

謝経路 の変 化に対応可能 な全代謝 モデルの構築 が重要である ことが示唆 された。

そ こで、モデ リングに必要な情報 を大巾副こ削減 しつつ精緻 なシ ミュレーションを可能 に

する動 的/静 的ハ イブ リッ ド手法 を開発 した(柚 木克之氏、中山洋一氏 ら)。本手法 の精度

検証 の結果、非常に良 い精度 で完全動的 モデル と一致 し、大規模 モデル構築への応用が可

能であることがわか った.ヒ ト赤血球で活性のある代謝経路、動的部分の酵素反応機構や

パラ メー タの網羅的な調査 を行 い、動的/静 的ハイブ リッ ド手法 を用いて全代謝 モデル の

構築 を行 った。

[キー ワー ド]

シ ミュ レー シ ョン、赤 血 球 、 病態 解 析 、 代謝 、 酵 素 欠損 症

政策 ・メディア研究科 修士2年 木下綾子
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[Title]

ModelingofHumanErythrocyte

TowardsitsApplicationtoPathologicalAnalysis

AdetailedcomputerIIlodelofthemetabolicsystemillhumaIIerythrocytewasdeveloped

usingE{】ELLSysteIn,containingthepathwayswhichha、sbeenconsideredtobesu肝icientf(〕r

understandingthemetabolicsysteIIIofhuIIlanerythrocyte.AlleIlzylllaticreactiollsillcluded

inthismodelwerebasedonthereportedkineticmechanismsandparameters.Acalculatioll

ofmagllesiumcoIIlplexesintheerythrocytesundertheoxy/deoxyhemoglobinstateswerealso

iilvolvedinthisInodel.

AsimulationexperimelitofG6PD-deficienterythrocyteusingthisrnodelpresentedaproblem

oftherangeofsiIIlulatiollmodel;thelengevity,estimatedbyactivitiesofglycoliticα1zymesalld

ATPlevel,wastooshorttoregarditasaInodelrepresentatingtherealcell、Therefbre,thepath-

way・swereexpallded:thereducedglutathione(GSH)synthesis,theoxidisedglutathione(GSSG)

transportprocessandtheglyoxalasesysteIILThechangesofseveralenzymaticactivitescoIl.

trolledbytheratioofGSH/GSSGwerealsotakenilltoconsiderationillthemedel.

AfterthemodificationoftheerythrocyteInode1,thesilnulationresultsofG6PDdeficiency

wellagreedwiththereportedbehavioriIlG6PD-de丘cienterythrocyte.Thissuggestedthatthe

expandedpathways,wllichhaveI)otbeellincludedinmetabolicmodeloferytllrocyte,playa

significantroleillretentionoftllefunctionandstructureoftheG6PD-deficiellterythrocyte.

ThesefailuresofthesimulatiollexperimentsobtailledfroIIIthesiInulationmode工pointedto

gapsinourpreviouskIlowledgeandunderstaIIdiIlgs.

AtthesaIIletinle,theseresultssuggestedthatitisnecessaryt止latthemodelinvolvesall

knownmetabolisIns,illrelationtoIlletabolites,especiallywhenitisfbcusedoIlanabnormal

conditionsofcells.

Predictingthedynalllicbehaviorofmetabolicpahtwaysusingdynamicsimulationsrequires

accuraterateequationsalldkineticparametersf()rpreciseIllodeliIlg;however,theseareinfre-

quentlyfbundasacompleteset.TosupPlemellttheshortageandatthesametiIllerepresentiug

thedynamicbehavior,aIlewmodelingmethod,bytheIlameofhybridalgorithm,hasbeen

developed(K.YugiandY.Nakayamaetal),UsingaslIlallvirtualpathwayaIldallerythrocyte

IIIodel,wecollfirmedthatthedynamicbe上1aviorofourhybridInodelisallnostidenticaltothat

ofadynamicsimulation.Theseresultssuggestedthatitwaspossibletousethisrnethodasan

alternativeofdynamickineticequations.

TbcoIlstructthelarge-scaledmetaoblicIIlodel,comprehellsivesurveysofmetabolicpathways

andkiIleticinfbrnlationofitsdynamicpartandmodelingwiththehybridmethodwerecarried

out.

[KeyWords】
simulation,erythrocytc,pathologicalanalysis,metabolism,enzymcdeficiency

GraduateSchoolofMediaandGovernance

AyakoKinoshita
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第1章 序論

ポス トゲ ノム と言われ る時代 にあ って、生命科学は広い意味で 「相互関係」

ら生 まれる 「機能」 の理解 ・解明に向か ってい ると言え る。

とそ こか

これ まで の塩基配列や タンパ ク質のデー タベース構築、 それを利 用 した遺伝子配 列比

較 または高速 ・並列処理が可能 なコンピュータや アルゴ リズムの開発に代 わ り、 トラン

スク リプ トーム解析 による1nRNAの 相対的な定量や プロテオーム解析による細胞内タン

パ ク質の同定 が急速 に進 め られている。

これ らのnlRNAや タンパ ク質は遺伝子発現や その後 の翻訳の直接の産物 であるが、そ

れ らの産物 がさらに複雑 に相互に関係 し合 って起 こる細 胞 レベルの挙動は想像 を遥かに越

えるほど複雑であ る,一 つの タンパ クの詳細な生体内機能 を知 るには、 どうして も細胞挙

動の近因 となる物 質 を特定 して その挙動 を知 る必要が 出て くる。 これ を解釈す るため に

は酵素 タンパ ク機能 の複雑 なネヅ トワー ク網 の産物である代謝反応 を紐解 く必要があるだ

ろう。そこで、遺伝子情報 に基づいて予測 された代謝反応経路、 または既知 の酵素学 の知

見を統合 してコン ピュータ上 に再構築 し、シ ミュレーシ ョンを実行す ることで代謝 ネッ ト

ワー クを包括的に理解 しようとい う試みが行わ れている。

この動 きを急速 に実現 に向かわせ るのが代謝物質量 の一斉測定 を可能 にする メタボロー

ム技術であろう。これ らのシ ミュ レーションモデル作成に必要な情報の取得 は勿論 のこと、

シ ミュ レーシ ョンの結果 として予測 された経路や物 質の生体内機能 を確か め、矛盾 を導 き

出すために不可 欠で あると考え られる。代謝 ネ ットワークのシ ミュ レーシ ョンと実際にメ

タボロームに よって測定 され たデー タか ら、 まず物 質 レベルの相互関係 を予測 し、そこに

特定 タンパ クの過剰発現 またはノヅクア ウ ト細胞 を使ったデータを重ねて初めて、タンパ

クが細胞挙動 その もの に与え る影響 の輪郭 が見えて くるで あろ う。

シ ミュ レーシ ョンの領域 は、単な る模倣 に留 まらない。既知の部品 に関する知 見を詳細

に記述 した上で、それ らを統合 した場合に どの ような振 る舞 いを見せるのか を予測す るこ

とは、部品 と部品 をつな ぐ新 たな関連性 の考察につなが る。実際 の挙動 とシ ミュレーシ ョ

ンに よる予測結果 を比較するこ とで、 これ までの知見だけでは説明で きない部分 を見極 め

るとい う方向性が生 まれ ることが期待 されている。
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また、シミュレーションの対象や手法に合わせてで部品の種類やサ イズを柔軟 に変化 さ

せてい く必要が ある。時には思 いきった単純化が重要であるが、そのモデルの単純化の思

考過程 自体が示唆に富 む研究領域 となるで あろう。

シ ミ ュ レー シ ョ ン ソ フ トウ ェ アE-C肌System

次 に、生命現象 にスコープを当てた汎用 シ ミュ レーシ ョンソフ トウェアであ るE-CELL

Systemに ついて触れ る。細胞 シミュレーシ ョンとは、細胞 内で起 こる反応 を定量的なデ ー一

タに基 づいて コンピュー タ上 に再 構築 し、 その振 る舞 いを再現 しよ うとい うものである。

これによ り、対象 の生命現象 をシステム として捉 えた特性解析が可能 にな り、仮想細胞の

動的特性 を知 ることで未知 の経路や仕組 みの予測 とい った応 用が期待で きる。

E-一(tnシ ステムは、細胞内で起 こるあ らゆる レベル の反応 を丸 ごとシ ミュレーシ ョン

する ことを 目的 として慶磨義塾大学 高橋恒一氏、冨 田勝教授 らに よって開発 されている

([98ユ,〔112〕,[133】,[150])。このシステムは、反応 速度式 をベースと した動的 シ ミュレーシ ョ

ンのほかに、S-System、GcneralMassAction(GMA)な どの非線形微分方程式 を用 いた

表現や、確率論 アル ゴ リズムによるシミュ レーシ ョンを行 うこ とがで き、様 々な生物 種、

組織 におけ る代謝 モデルの構築([148])や 遺伝子 ネヅ トワー クの予測([149])が 行われて

いる。 この柔軟性 によ り、 シグナル伝達、代謝、転写、翻訳、さらには腫瘍形成 といった

物理的反応 な ど、様 々な細胞内細 胞間プ ロセスに対応 した汎用 シミュ レー ションソフ ト

ウェァとなっている([136])。

赤血球細胞

ここまで、 なぜ代謝 のシミュ レーシ ョンを行 うのかについて述べて きた。 ここか らは、

なぜ赤血球細胞を対象 とするか、 また赤血球代謝 シミュ レーシ ョンの先行研究 について言

及す る。

赤血球細胞の主要な生体内機能は、酸素分子の運搬である。哺乳類の赤血球は成熟過程

で脱核して、遺伝子発現 を含まない袋状の細胞となる。細胞膜内にヘモグロビンと呼ばれ

る4量 体タンパク質を高濃度で含み、このヘモグロビンへのガス分子の脱着を利用して酸

素などのガスが体内で効率良く運搬される。収集の容易さ、無核であるという構造の単純

さから赤血球は様 々な分野で研究の対象または材料とされてきた。また、ヘモグロビンは

タンパク質構造、赤血球細胞膜は膜タンパ ク構造の研究の最 も核となる部分に寄与 してい

る。
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生化学、医学、 生命工学は勿論 の こと、異常 ヘモ グロビ ンの解析 に よる遺伝学的視点、

ヘモ グロビンの環境適応能力の解析 に よる進化学的視点か らの研究 も歴 史が深 い、

1980年 代 にヒ ト赤血球内の代謝 ネッ トワークを対象 と した包括的 なモデルが発表 され

て以来、数 多 くの コンピュータシミュ レーシ ョンによる研 究に材料 として赤血球 の代謝が

用い られて きた その理 由には次の ようなことが挙げ られ る,

・先述 したように、哺乳類の赤血球 に関する研究 はその収集の しやす さな どか ら古 く

か ら多岐 に渡る分野 で行われている.こ のため、他の細胞種 に比べて酵素反応速度

式 やパラメーターな ど、 シ ミュ レーシ ョンに必要な情報 の蓄積 も多 い。

・ 成熟細胞 は無核であ り、遺伝子発現 やそれに伴 うタンパ クの産生 な どを考慮す る必

要がな く、単純化 しやす い.

・ 膜に包 まれ た袋状の形態 を した細 胞で、膜 を介 した物質移動 と内部 の代謝で表現 が

可能 である ことか ら、閉鎖系 のシ ミュ レーシ ョンに向 いている。

赤血球代謝 シ ミュレーシ ョンは、解糖 系 を始 め とす る代謝 の機構解明 の他、数 多 く存

在す る酵素欠損症 の再現や考察に応用 されて いる。SchusterR.ら はモデルの注 目する反

応速 度パ ラ メー タである最 大速 度(Vmax)と 酵素反応速度 に関 して分岐解析 を行 い、臨

床 デー タと比較す る ことで、速 度パ ラメー タの臨床的な閾値 を考察 して いる([89])。 ま

たPalsson.B.の.ら の グル ープは多 くの酵素 欠損症患 者 に関 して 一塩基多型(single

nucleotidepolynlorphisms.(SNPs))の 解析 を行 い、SNPsデ ー タと反応速度パ ラメー タを

対応づけた([138])。 このようなSNPsデ ー タベースを構築す ることで、患者 ご とのシ ミュ

レーシ ョンモデル を構築す ることが将来的 に期待 されている。

9



第2章E-C肌 赤血球代謝モデルの構築

ヒ ト赤血球代謝 シミュレーシ ョンモデルが これ までに数 多 く発表 されているこ とは既

に述 べたが、 それ らと今回新たにE-CEI」』System上 に構築 したヒ ト赤血球 代謝 モデルの

相違 につ いて言及 してお く。

包括的に赤血球 の代謝 を再現 した代表的な研究 として、Palsson,B.CZ).ら に よるモデル

([63],[64],[65],[66])、Savagcau,M.A.ら によるモデル([95D、Kuchcl,P.W.ら によるモ

デル([115],[1161,[117])、 が挙げ られる。

Palsson,Savageauら のモデル は解糖系、ペ ン トース リン酸回路の他 にアデニ ン核酸代

謝部分 を実装 した大規模 なもの となってお り、更に定常状態 を取得 している。 しか し、一

部の解糖系酵素の反応 は迅速平衡反応 として記述 されている。Kuchclら のモデルは解糖

系 とペ ン トー ス リン酸回路、ATP産 生の一部反応 のみであ るが、NMR(核 磁気共鳴分析)

実験 を行 ってお り、解糖系 とペ ン トース リン酸回路 に関する反応速度論デー タを独 自に取

得 してい る。このため、アロステ リック酵素の反応機構に関 して も非常 に信愚性の高 いも

のとな っている。

E-C肌 ヒ ト赤血球モデルではこれ らを全て統合 して、解糖系、ペ ン トース リン酸回路、

アデニン核酸代謝(プ リンSalvagc系)、 それ らに伴 う膜輸送系、 イオ ンポンプを全て実装

した大規模なモデル を構築 した(図2.1)。 また文献調査 の結果、迅速平衡 反応は用いず全

ての式 を反応速度式で再現す るこ とに成功 した。

2.1主 経路代謝モデル

本論文中で使用したモデルの反応速度式ならびに反応速度パラメーターを示す。本文中

の酵素名や物質名の略表記については、添付 した略表記 リストを参照されたい。
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図2.1:ECE【Lヒ ト赤血球 主経路モデルの経路図

2ユ.1解 糖 系

哺乳類 の赤 血球 はエネルギーの大部分 をグル コースの解糖 によって得 る。 グル コース

がヘキソキナーゼ(HK)に よってG6Pに なると.約8割 の流量 が解糖系に流 れる.ま た、

赤血球特異的に解糖 系の中程1,3DPGか らリン酸基 を取 って3PGを 生成 する迂回経路が

存在 して いる、2,3DPGshuntと も呼 ばれ、1,3DPGが リン酸基転移 を して2,3DPGと な

り、 さらに脱 リン酸 が起 こって3PGと な る。 ヘモ グロ ビンに2,3DPGが 結合する と酸素

飽和度が低 くなるこ とが知 られ てお り、2,3DPG量 を巧 みに調節 してい る経路であると考

え られている.
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解 糖 系(glyCOlysis)

HK

PGI

PFK

ALD

TPI

GAPDH

PGK

PGM

DPGM

DPGase

EN

PK

LDH

反応
GLC十MgATP→G6P十MgADP

G6P≠FDP

F6PMgATP→FDP十MgADP

FDP≠DHAP十GA3P

DHAPGA3P

GA3P十NAD十Pi≠1,3DPG十NADH

1,3DPG十MgADP≠3PG十MgATP

3PGii,2PG

1,3DPG→2,3DPG

2,3DPG→3PG十Pi

2PG≠PEP(十Mg)

PEP→PYR

PYR≠LAC

表2.1:E-C肌 ヒ ト赤血球主経路 モデ ル:解 糖 系

HK

・・(繍 一総)
"=

1+諾
A+鳶+K、BK 先、+煮+鵡+誌+Σ 聾熊

Parameter

SymbolMetabelite

a

b

P

q

MgATP

GLC

G6P

MgADP

Value([116])
KmMgATP,KiMgATP

KmGLC,KIGI.C

KmG6P,KiG6P

KmMgADP,KiMgADP

KI2,3DPG

KiGDP

KiGDP

KiGSH

kcatf

kcatr

kcatr

et

1.OmM

47μM

47μM

1.OmM

4.⑪mM

30μM

lOμM

3.OmM

l80s-1

1.16s-1

1.16s-1

24nM

PGI,TPI

u=

)癖
μ

4

編

κ畷
1+ 、κ警、A+煮
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Parameter

SylnbolPGI TPI

a

D
`

G6PDHAP

F6PGA3P

PGI({116])TPI([116D
KmA

KmP

kcatf

kcatr

e`

181μM

71μM

1470s-1

1760s-1

218mlN,1

162.4μNI

446μM

l4560s　 1

1280s-1

1.14μM

PFK,PK

PFK、PKに つ い て は ア ロ ス テ リ ッ ク 分 子 の 結 合 の 有 無 に よ っ てT-StateとR-Stateの2つ の

状 態 を と る 、two-statesy・umetrき ・modelと して 表 現 さ れ て い る 。

1

ρ=1十L

('占五la)n(1+轟>4(1+轟 〉(1+憲lii器 島)4
LPFK=(

1+F6P

し璽=

LPK=

k'、n_+K需 。)4(1+訟 告望。)4(1+κ 箒 、)4(1+}総 。>4

(煮)η(1+露 要タP>4

1+κ 急 A+κ 烏B+κnt寿ft…R8+論+歳+

(1+κ 鰐 。+K驚 ・。)4(1+if?Pf}..P。+謂 ξ。)4

・・(K
,撫 霊だ1。B-K,艀 謂 。Q)

1}9
× ρ

K・ ・LRP・κ 抄,∬～q

ParalIlet,er PFK([116])
KmF6P

KmMgATP(R.T>

KInFDP(R)

KIIIMgADP(R,T)

KtATP

Kt23DPG

KtMg

KrAMP

KrPi

KrGDP

kcatf

kcaもr

Ka

Tl

e亡

75μM

68μM

500μM

540μM

lOOμM

5.OmM

4.OnlNI

300μM

30mM

10111M

822s-1

36s-1

0.00086741

5

56.3n=～1(※)

Parameter PK([116])
KlnPEP

KmMgADP(R,T)

KmPYR(R>

KmMgATP(R,T)

1くtATP

KrFDP

KrGDP

kcatf

kcatr

Ka

ll

et

225μM

474μM

2mM

31nM

3390μM

5μM

10⑪ μM

1386s-1

326s-1

⑪.001113775149

111M

87nM

Ka(PFK)=e-pKa.

pKa=7.05よ り算 出 した。

(※)PFKの 酵 素濃度 につ いて は、[116]に よ る

報告 は12×107Mで あ ったが、実験条件がpH

7.6で あ ること、生体 内の酵素量 としては多す

ぎる ことか ら、今 回新た に文献調査 を行 った。

酵素 活性 か ら計算 を行 った結 果、56.3nMと い

う値 が得 られ た([8]),

Ka(PK)=e-pKa,pKa=6.8よ り算 出 し た 。

Symbol PFK PK

a

19

D
且

q

MgATP

F6P

FDP

MgADP

MgADP

PEP

PYR

MgATP
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ALD

)

総一矯蝋v=
1+鳶+K無+謡+(1+鳶)+歳+藩 万+π1 、1'71111QK,np

SyInbolMetabolite

Parameter

a

P

q

・1

FDP

GA3P

DHAP

2,3DPG

Value({116])
KmA
KiA
KmP

KmQ
KiQ
KiI
kcatf

kcatr
et

7.1μM

19.8μM

189μM

35μM

l1μM

1.5mM

68s一 工

234s-1

37nM

GAPDH

v==

・・(_壁__上 血K
mA・KiB∫ でiCKipl(π しQ)

G4PDHrd

σ一 ・一だ
c(1+だc>+鍔Pσ+右)+謡 害1+

煮 、σ+識c(C1十 κlc)+煮 、P+識 絵Q

・δ・+κ ・・C吻+bcqh+

Ki(フ」KmAKiB」KIP KtBKiC」KiQ∫(,nAKiB.κiO

K7ncαb
十K

mAKiBKic

cqhpψ
十 十十K

iC」KiQKipKmQ

Kmpbpqh

Kip」KmQ」 κ沼 κ1、P

ParameterValue([116])

SymbolMetabolite

a

b

c

P

q

h

NAD

Pi

GA3P

1.3DPG

NADH

H+

KmA,KiA
KInB,KiB

KmC
KiCa
KiCb

KmQ
KiQ

Kip
KdP
kcatf
kcatr

et

45μM

3160μM

95μM

O.06μM(※)

31μM

3.3μM

10μM

O、09μM(※ ※)

1μM

232s-1

2765s-1(※)

7.66μM

(※){116]で予測されたハラメータと実測値が大きく異な
るため、ここでは実測値を採用 した。

(※※)実 測値を示 した先行研究はない。ここでは、最 も酵
素の挙動が安定すると思われた値を予測値として用いた。
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PGK

・・(篇 麟)
"=
1+ぬ+鵡+K誠 ,、。環 。+最 ア+di-il}irtP

ParameterValue([116D

SymbolMetabolite

a

b

P

q

1,3DPG

MgADP

3PG

MgATP

帽

B
温
漬
面
P

虚
田
甜

濾

q

臨

K
玲
K
臨

K
玲
K
㎞
地

100μM

80μM

2μM

1600μNI

1000μM

1870μM(※)

1100μM

205μM

2290s-1

917s-1

2.74μM

(※)文 献での シ ミュレーシ ョンに よる予測値 は

KiQ=186μMで あるが、ここでは実験値である

1870μMを 採 用 した。

EN

・・(」型L_」 軸L・κ川AK,B凡qK。,乙P)
v=
1+渚 五+蹟B+κ,譜 刑《+右+論

Parameter

SymbolMetabolite

a

コD

D
^

0
」

2PG

Mg2+

Mg2+

PEP

Value([116])
Km2PG,Ki2PG

IくmPEP.KiPEP

KmMg2+,KiMg2+

kcatf

kcatr

et

14⑪ μM

310μM(※)

46⑪ μM(※)

190s　 1

50s-1

0.22μM

(※)シ ミュ レー シ ョンによる予測値 と実験 値が

大 き く異な るため、ここで は実験値 を採 用 して

いる。

LDH

)

総艦頭η= LDHrd

LDH・d-(1+讃 器+誇 窯
Q)(1+遥B)++煮+嵩+瓦 畿B+
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K7nQαP
十
KmAbq

十
P(1 αbp

十 十K
iAKmBKiP

bpq

Ki .4KTrtpKiQ KiAKπnBKtQ KiQKmP ・κ沼1(肌P瓦Q

parameterValue([116])

SymbolMetabolite

a

亀
D

D
暑

q

NADH

PYR

NAD+

LAC

KmA

KiA

KmB

KiB

KiBb

KmP

K三P

KmQ

KiQ

kcatf

kcatr

et

8.44μly!

2.45μM

137μM

228μM

101μM

107μM

503μM

107⑪ μM

733⑪IL]X,1

458s-1

115s"1

3.43μM

2βDPGshunt(DPGM,DPGase),PGM([115])

赤 血 球には解糖系 の途中、i,3DPGか ら3PGの 問 に2,3DPGshuntと 呼 ばれ る迂 回経路 を持

つ。PGMの 反 応 は活性部位 に結合 した リン酸基が3PGに 移 って、 ビスホ スホ型中問体 を形成す

る。 この中間体か ら酵素 に、元の基質に結合 していた別の リン酸基が転移す ると生成物 であ る2PC

とな る。一 見同一 分子 内での リン酸基転移 に見え るが、実際 は分子 間転移に よって起 こって いる

反応であ る。 この反応の開始剤 として2.3DPGが 必 要であ り、2,3DPGの 存 在下でPGMは 活 性

型にな る。実際 には、反応 開始 に必要 な量を遥 かに超 える2,3DPGが 赤 血球 には存在す る。 この

濃度 を維持 しているのが2,3DPGshuntで あ る。 これ らの反応は、 リン酸基のや り取 りを通 して密

接 に関わ って いる。 このため、反応機構 の スキーム を同時 に記述 して反応速度式 を導出す る必要

があ る。

今 回 採 用 して い る モ デ ル は 以 下 の 式 で 表 さ れ て い る 。

ノ>1=k1ん12(k・15十k16>ん3ん4(た10-1-k7)k'8

/V2=ん1たIOた12(k15十k16)鳶3ん6(h5十 ん8)

1～「3=klAr14k'16k3(ん1⑪(k12(k5十k8)十 κ5κ9)一{-k7(た11(k:5十k8)十 ん12(k5十kr8>一 十一ksno))

!V4=k13k14ん16(k2-←k:3)(k:11k7(ん5-t-k・8)→ 一た5(k:1⑪ 十k7)た9)

N5=K-1た11(髭15十 メじ16)ん3た4た7た8

N6=klklO(k15十k16)k3k6(た12(k5十 た8)十Rrsk9)

ハr7=ん11k13k・14h・16(た2-1一 た3>k7(κ5-十 一h8)

Ai8=kl1ん13(鳶15十k:16)(k2十 κ3)た4κ7た8

1>9=た10斥13(た15十k16>(k2十k3)A:5k:6k9

1>11=κ13鳶14た16(k2-{一 た3)た5(k-1⑪ 十K:7)k9

五)1=kl(た15十k・16)ん3(鳶10(ん12(k:」 「十k8>十k5k9>十 ん7(kl1(た5十k8>十 ん12(k'5十kr8)-1-ksk9))

五)2==た12(た15十k16)(ん2k3)た4(klOk・7)k8

D3=k1⑪k12(k15十k16)(ん2々3)k6(k5十 々8)

D4ニk13(k15-}-k16)(k"2十 ん3)(kllk7(k5十k8)十k5(k10十h7)ん9)

1フ5=k14k16(た2-i-k3)(k1⑪(た12(k:5十k8>-i-ksk9)十k7(kll(k5十k8>十k12(k5十k8)十ksk9))

D6=kl(k15十 ん16)た4(kllk3(Ar7k'8)十klO(k12(k3-十 ん8)十 ん3(k8十k9))十k7(kl2(k3十k8)十

k3(k8十k9)))

D7=kl(k15十kl6)鳶6(k3(k12k5十k12k8-←kll(k5十k8)十ksk9)十 ん10(た12(k5十 ん8)十k3(ん5十

ん8十k9)))
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D8=た1た14(k:16十Kr3)(ki10(kl2(ん5十k8)十 ん5た9)十k7(ん11(1c5十K-8)一 ←kT12(ん5十A:8)一 トk5k:9))

、09=AT13(kl」r十 入116)(A・2十 κ3)A'・4(Aユ1(Ai7十 人:8)十(A:10十 た7)(k8-十 一kr9))

1)10=ん13(k15十 ん16Xん2十k3)L:6(kユ1(入 ・5十 ん8)一←ん5ん9十 ん10(入:5十 た8十 ん9))

P11=1～13ん14(ん2十A・3)(kll(ん16十A・7)(k5十k・8)十klO(メ ～5た9-1-k16(ん5-←k8十k9))十 和7(A:5ん9十

ん16(ん5十L・8十A:(9)))

DPGM

で・f〔N!AlBl十fv2Alc`1十N3AH⊃〔胃
=Dl[A

.↓D2tB}†D:3[GD41P:-P5t'∫i+D6[A][B:+D7[A〕IC〕+D8圃[HトD9[B]P】}Dl〔 〕IC]ID]+Dll[D}IH]

DPGase

et(N3AH1〒N7D「H1+」>11DlHl)
V=DllA:-D2[Bl-D・SI(・ltD4[Dl+D .Sl,H・]+D6回[B]†D7【A]Eq+D8[A]〔H]+D9[B][D]-D・0[Ci[Dj†Dllpj[H:

PGIl
f・t(N5[.41i珂 一NOレ4i[σ:〒N7[D][H:十N8[B][DI-N9[C]IDI)

ドD1囲
†P2B:-P3[('・:-D4Pl+D5匠+D6[411Bi+D7圃[q申D8[A胆]+D9[珂[D]+DIO〔C][D+D11〔D.〔Hi

A,B.C,D,Hは そ れ ぞ れA:1,3DPGB:3PGC:2PGD:f2,3DPGH:Piを 示 し て い る.

ParameterDPGM,DPGase PGM

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

k

k

k

k

k

k

k

k

k

k

k

k

k

k

k

k

80000000

400

9.9

185000000

100000000

1000

100000000

10000

0.55

1980

0.Ol

lOOO

1800000

1000000000

610000

0.19

1000000000

:3100

1.1

1000000000

4200000

1000000000

140000

41000

880

8000

880

14

83000000

100000〔 〕000

3500000

⑪.00067

2.1.2ペ ン トース リ ン酸経 路

G6Pか らの流束 の残 りの約2割 は通常ペ ン トー ス リン酸 回路 で消費 され るcペ ン トー

スリン酸回路 では2分 子のNADPをNADPHに 還元す る.こ の還元力を用いて2分 子の

酸化型 グル タチオ ン(GSSG)を1分 子の還元型 グル タチオ ン(GSH)に している。 グル タ

チオ ンの働 きについての詳細 は後 の章で言及す るため本章で は割愛 する。ここでは、F6P

やGA3Pと いった物質を通 して解糖系につながっているペ ン トースリン酸回路の他 に、グ

ル タチオ ン還元系、酸化系を併せて記載する。

(※>GSHoxと は、GSHを 還元反応に使用す る反応 をまとめて定義 した ものであ る。これ

らの反応 の中には、 ビタミンCと 呼 ばれ るアスコル ビン酸の還 元反応や メ トヘモ グロ ビ

ンの還元反応 な どが含 まれる。
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ヘ ン トース リン酸経路

G6PD

6PGLase

6PGODH

XsPI

RsPI

TKl

TK2

TA

グル タチオ ン還元系

GSSGR

GSHox(※)

反 応

G6P十NADP→GL6P十NADPH

GL6P-→GO6P

GO6P十NADP→RU5PNADPH

RUsP≠X5P

RU5P≠R5P

X5P十R5P≠X7P十GA3P

X5P十E4P≠F6P十GA3P

GA3P十S7P≠E4P十F6P

反 応

2GSSG十NADPH≠GSH十NADP

GSH→2GSSG

表22:E-(]ELLヒ ト赤 血 球 主経 路 モ デル:ペ ン トー ス リン酸 回 路

G6PD

v=
㌦。。牒 書譲 薯盟

1+糟(1+鵬)+砦 羅+隈+ 2,3DPG

K2,3DPG

Parameter Value([70])
KlnG6P

KmNADP

KiNADPH

KiATP

Ki2βDPG

Vmax

67μM

3,7μM

3.1μM

749μM

2289μM

575μkatal

6PGODH

eオ(N1α わ一N2PQ)
"=D
1+D2α+D3b+D4P+D5q+D6αb+D7αP+Dsbq+DgPq+Dioαbp+Dnbpq
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N1=klk3k5た7Aコ9

」V2;ん2k4k6k・8たlO

五)1=k2k9(k4k6十ksk・6-i-ksk7)

」ワ2=klん9(k4k6十 た5k6十ksk7)

D3;k3ksk7kg

D4=k2k4k6k8

D5=k2ktlO(k4k6十ksk6十ksk・7)

D6=klk3(ksk7十k5た9十 ん6k9十 ん7k9)

D7;たlk4k6h'8

Ds=k3ksL-7k10

Dg=k8n10(k2k4十k2k5十k2k6十k4k6)

DiO=k1た3k8(ん5+k6>

D11=k3k8klO(k5十k6)

Parametervalue[60]

亡

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

e

k

k

k

k

k

k

k

k

k

k

k

k

2.1μM

1200000

410

1000000000

26000

48

30

630

36000

800

450000

300

9900000

GSSGR

et(N、 αb一 ノ>2P2Q)
v==

GSSGRrd

GSSG・d=D、+D2α+D3b+D4P+D5q+D6ab+D7αP+D8bq+DgP2+(D、 。+Dn)pq+

(D12+D13)・bp+D、 、ap2+D、sbpq+D16P2q+D、7abp2+D、sbp2q

N1=」klk3k・5k7kgkll

lV2=・k2k4k6k8鳶IOk12

Dユ=k-2k9た11(た4k6十k4k7十ksk7)

D2=klkgk-11(た4k6十k4k7十k・5k7)

D3==k3ksk・7kgkll

D4=k2k4K-6K-8kll

1フ5=k2kgk12(k4k6十k4k7十ksLT7)

D6=klK-3(k-5kgkll十 た6k9た11十

k7kgkl1十ksk7k9十ksk7kll)

D7;た1k4k6た8た11

D8=k3ksk7kgk12

Dg=k2k4k6k・8klO

Z)lo=左2ん4κ6た81ε12

jD11=k2A・10k12(k4k6十k4k7十krsk・7)

D12=メclk3k8k11(1ヒ5-}-k6)

工)13=・klk3ksk7klO

D14=メG1た4κ6た8κ10

五)15ニk3k-5k7k10k12

1=)上6=k8ic10k12(k2k4一 トic2k5十

n2k6十 ん4丸6)

D!7;ん1た3た8紐0(k5十k6)

D18==k3k8K-10k12(k5十k6>

ParaInetervalue{60]

畠

鷺

M
鷺

遠

輪

畿

O.125μM

85000000

510

100000000

7200

810

1000

1000000

50000000

1000000

50000000

7000

10000eOOO
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TK1,TK2,TA

et(Nlα わ一N2・PQ)
v=D

1α+.D2δ+D3P+D49+D5αb+D6pq+P7ゐq+D8αP

1Vl==klk3ksk7

N2==A=2ん4斥6ん8

D1=k1た3(κ6十 ん7)

工)2==ksk7(k2十k3)

D3=k2k4(k6一 トk・7)

」D4=k6た8(k2十k3)

D5=klk5(k3一 トk7)

五)6=k4k8(k2十k6)

1フ7=k5k8(k2十k-3)

D8=k・lk・4(た6十k7)

Parameter TK1[601TK2[60]TA[60]
1

2

3

4

5

6

7

8

'

k

k

k

k

k

k

k

k

e

216000216000580000

383845.3

343416.3

15600010「60001010000

329000224000049⑪000

17517560

404017

448002130079000

0.33μMO.33μMO33μM

R5PI,X5PI

反 応 様式 は解糖 系のPGI,TPIと 同 じで あるので、そ ちらを参照 され たい。

Parameter R5PI{60]X5PI〔60]

SyInbolR5PIX5PI

a

P

R5PRU5P

RU5PX5P

KmA

KInP

kcatf

kcatr

et

22n1M

O.78mM

33.3sJl

l4,2s-1

42185μM

0.191nM

O.501nA/1

305s-1

438s　 1

14.195μNI

2.1.3プ リ ンサ ル ベ ー ジ系

哺乳類 の成熟 赤血球は無核であるが、一部の核酸代謝経路 は比較的活発 に動いている こ

とが知 られている。ATPやADPな どの量 を維持 または調節す るように働 いて いる可能

性 もある。R5Pを 介 してペ ン トー スリン酸回路 とつなが ってお り、AMPはPFKな ど解

糖系酵素の強力なアロステ リック阻害分子 となるな ど、本経路の活性が全体の代謝流量調

節 に強 く関わ っている。

ここでは、速度式表現 している反応以外でのATP消 費 をまとめて定義 したATPaseや

2分 子 のADPとAMP+ATPの を触媒す るAPKな どを含めて プ リンsalvatc系 と して

いる。

PRM,ADA,AMPDA

・,一轟
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ブ リンサルベー ジ系 反応
PRM

PRPPsVn

ADPRT

AMPDA

AMPase

AK

APK

ADA

PNPase

IMPase

ATPase

HGPRT

RsP≠RIP

RsP+MgATPi)PRPPMgAMP

ADE十PRPP≠AMP十2Pi

AMP-÷1MP

AMP→ADO十Pi

AMP十MgADP〒}ADO十MgATP

ADP十MgADP≠AMP十MgATP

ADO→INO

INO十Pi≠Hx十RIP

IMP→INO十Pi

MgATP→MgADP十Pi

PRPP十HX〒 ≧IMP十2Pi

表2.3:E-C阻 ヒ ト赤 血球 主経 路 モデ ル:プ リンサ ルベ ー ジ系

Parameter PRM([33]※>ADA[95iAMPDA[95】

Km(mM)
Vm(mM/h)

0.063

0283

0.052

20

3

01

0

L(

(※)ラ ッ トの肝臓か ら精製 した酵素 を用いた実験 による。kcat=17s-1よD。 酵素量 が得 られな

かったため、暫定 的に16.6nMと お いて計算 した。

PRPPsyn

雀ノ=

γ観紫qR5P}レITP;-2響 旦)

完}κ'副 ・ITP]+睾 κ…P[R5P:†v唖 黙 、[「'RPP]+V聯 照 〔"MP]+幕[R・PWP」+伽[PRPPI

Parameter value[95]
K"p

KR5P

Keq

Kv

KPRPP

KA,Vp

VIIl

O.17rllNI

O.65111】Ni

28,6

7.51nM

⑪.091n1M

O.275mM

O.554rnM/h

ADPRT

・,-Krrt .4[A][欝 鷹}A:一[A:〔 。}(Pi・gP・ ・gBiBi)

Paralneter value[100](※)

A

B

1

1

}ム

皇

ヒ

　

エ

箇

種

V

O.OO23rn.Nt1

0.0195m]M

⑪.078mM/h
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(※)[100]は 酵 母(Saccharomycescerevisiae)か ら精製 した酵素 を用いた実験で あるが、 ヒ トと酵

母の本酵素が非常 に似 ている とい う報告か ら、 このデータを用 いる ことに した。

HGPRT

([107]か ら式 を導 出)

et(Nlレ4][珂 一1v2[P]〔Q])"
=HσPRT

r{1

HGPRT・d-kskdlDl+[A]k1κ5D1+[B]告+[P]鋸+[Q]kdlkdsD1+[A][B]klk2D2+

[P][Q]kd4kd5D3+[A][P]klkd2kd3kd4+[B][Q]k2k3k4kd5+[A][B][P]klk2kd4(k3+kd3)+

[B頁P][Q]k2kd4kd5(k3+kd3)(Ordered・BiBi)

1V1=鳶1κ2鳶3κ4み}5

1V2=kdlkd2kd3kd4kd5

ヱ)1=k3k4十k4kd2十k{i2kd3

工)2=k3k4十 ん3な5十k4k5十kskd3

D3=k3kdl十kdlkd2十kdlkd3十kd2kd3

Parameter value〔107]

kl

k2

k3

k4

k5

kdl

kd2

kd3

kd4

kd5

et

200000

19000000

131

12

6

0.24

9.5

9

9000000(来)

90000

4.24pM(※ ※)

(※)>90000

(※ ※)Vmax=14nmol/h/lngHb[139]、kcat=131/sec[107】 か ら 算 出 し た 。

AMPase,IMPase,ATPase

v=k[S](MassAction)

ParameterAMPase[95]IMPase[95]ATPase[95]
k(/h) 1.58 0。09 0.356
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APK

⊂㌔(北α・げ燃 鼎 戸繭cα艀器 論)
鵬
1+講+煮 纒 】。+煮 器 。煮1結器丁。+謂 俳 ・隷 器1。 磁 淵 。諜 綴 亭1.

ParameterValue[116](※)

KInADP

KinMgADP

KmAMP

KmMgATP

kcatf

kcatr

et

0.OlnlM

O.31n!1

0.111111M

O.067mM

2060s-1

3800s　 王

0.97μM

(※)論 文中の予測値ではなく、実験による値を採用 している.

AK

v-一(・ ・d・・edBiBi)

ParaInetervalue[52]E87]
述

岨

の

m

K

臨

臨

v

O.54ttM

O.16μ]ll

27μM

2.19pmol/min

PNPase

[861よ り導出。
eオ(klk2k3ABI-kdlkd2kd3PQ)

V=kdlκ3+klk3iA]+k2k3[B+kdlkd21Pj+kdlhd31Q]+klk2tAB+klkd2[AP+le21ed3iBQ+鳶d2kd3pQ

(TheorellChanceBiBi)

Parameter value

kl

k2

k3

kdl

kd2

kd3

et

587000

2240

29.33

23.9

105000

613000

14.89μM

2.1.4膜 輸 送 、ポ ンプ

一部の核酸代謝系が残存 して動 いて いることは先に述べ たが、それ らの材料 とな る物質

の一部 は膜輸送 に よって補 われている。アデニ ン(ADE)、 イ ノシ ン(INO)、 アデ ノシ ン

(ADO)、 ヒポキサ ンチ ン(HX)な どがそれ にあたる。
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膜輸送、 ポンプ

ADEtr

INOtr

ADOtr

HXtr

PYRtr

LACtr

Pitr

NaKPUmP

NaLeak

KLeak

ADE⇒ADEc

INO≠INOe

ADO≒ADOc

Hxi≠Hxe

PYR≠PYRe

LAC⇒LACe

Pi≠Pie

3Nai十2Kc十MgATP≠3Nae十2Ki十MgADP十Pi

Nai≠Nae

Ki⇒1くe

表2.4:E-CE[Lヒ ト赤血 球 主経 路 モ デル:膜 輸送 、 ポ ンプ

解糖系 の生成物であるLACは 常 に細胞外に排出 され てお り、PYRの 輸送 系 も存在 し

ている。同様 に解糖 系代謝物 質であ るPEPも 極少量 なが ら輸送が行われていることがわ

か っているが([531[54][81D、 輸送 の最大速度 が非常 に遅 いことか ら今回のモデルには実

装 されて いない。 しか しPEPの 輸送 は、Band3の 動態や解糖 系の速度に深 く関わって い

るとい う報告 もあ り([34][38][39])、 非常 に興味深いc

また、赤血球が解糖 に よって作 り出 したエ ネル ギー(ATP)を 消費す る主な反応 にナ ト

リウム/カ リウム イオ ン交換ポ ンプがある。 一般 に細胞外ナ トリウム濃度は高 く、細胞内

ではカ リウム濃度が高 く保たれている.ナ トリウムが細胞内に侵入すると細胞 内浸透圧が

高 ま り、細胞が膨張 して しまう。 これを防 ぐためにATPの エ ネル ギーを使 って カ リウム

イオ ンを細胞外か ら積極的に取 り込んで、ナ トリウムイオ ンを排 出するのが このポ ンプの

役割 である。 カ リウム とナ トリウムは2=3の 割合で交換 され る。

濃 度勾配 によ る受動的 なナ トリウム イオ ンの侵 入、カ リウムイオ ンの排 出を リーク

(Leak)と して表現 して いる。

ピル ビン酸(PYR)、 乳酸(LAC)、 リン酸(Phosphate)輸 送

v=kO[X刎 一k1[Xex]

Parameter PYR LAC Phosphate

kO(※)0.0261s-1α00733s-10,000606s-l

k1([116])0.018s一10.00506s-10.00056s-1

KeqO.690.690.924
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※kOの 値 は、 以 下 の 式 を元 に算 出 したKeqか らk{〕=kl/Keqと して 計算 したF.

Keq=1+10p告 一pKa+10pll'i-r1Tlpk'a

こ こで、1一は ドナ ン平衡 定 数 、pHiは 細 胞 内pHを 指 す一

計算過 程 では、pHi_7.2、Donnanratio(r)=0,69、pKa(PYR)=2.39、pKa(LAC)==O.00506、

pKa(Pi>=6.75(ヘ マ トク リ ッ ト値(Hct)_0.5と して 算 出)を そ れ ぞ れ代 入 して 求 め た 、

Nucleotide(イ ノ シ ン、 アデ ノシ ン、 アデ ニ ン)輸 送

し・一 τ/T"1・((11tm!i羊　iiki'TrtiiITits[liT,])(κr寿畢〒受]̀,、T,]))

Parameter INO[64} ADO[64] ADE[64】

m

m

K

V

0.12111MO.12mM2.6mM

612m]Nlsrr16121nMs『 ユ90inMs　 i

ナ トリウム/カ リウムポ ンプ

む=

;
2酵師轟昭2+2B2〔K・ 】+囮2+(1撒+1)3(BIB2脚+k・3k1([κ ・12)+B2[疎)

ParametcrValue[64]

Bl

B2

B3

k2kl

k3kl

Z

KIIl

Vm

α0617mM

O.1328111⊃ 》1

62672nlM

O.OO82

0.0501

0.7114

0.764n11〉 【

2,321111N'lsLl
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イオ ンリーク(Leak)

・一㎞ 馴(籍響Hx貌D+Vm(撫)

ParameterNaLeak[64]KLeak[64]

Kx

Z

r

m

m

K

V

0.00706s一 ユ

1

0.62

21mM

2.82mMs-1

0.00635s-1

1

0.62

4mM

3.12mMs-1

2.2代 謝物質 とマグネシウムイオン、ヘモグロビンとの複合体

次に、 マグネシウムイオ ン(Mg2+)と い くつかの代謝物 質が細胞内で複合体 を形成 して

存在 してい ることに注 目した。

ATPか らリン酸基 を転移する反応(キ ナーゼ類 と呼ばれ る酵素)の 基質 として代謝に用

い られるのは、遊離(こ こでは、fATPと 書 くことにする)し て存在する ものではな く、マ

グネシウムイオ ンを配位 した、マ グネシ ウムイオ ンとの複合体(MgATPと 書 くことにす

る)で あることがわかって いる。 マグネシ ウムイオ ンは分子 の向 きを決 め、 リン酸基の負

電荷 を静電的に遮 へいす ることで電子的 に安定 な状態 にす る([158])。

ATPの リン酸基転移 によって生 じるADPも また、マ グネシ ウムイオ ンとの複合体 を

形成す る。 しか し、ATPと 比較 してその結 合定数 は小 さい。他 に も、解糖系の代謝物質

であるFDP、1,3DPGや 、解糖系の酵素活性 を調節 しているGDP、 更にヘモ グロビン酸

素飽和度 の調節 因子 として重要な機能 を果 たす2,3DPGが それぞれ マグネシウム イオ ン

と1:1の 複合体 を形成 する。 これ らの代謝物質はATPやADPと は違 い、遊離 の形で代

謝反応 の基質 として用 い られ る。

先行研究([102},[120])で は、更 に細胞内のpH状 態に よるヘモ グロビン との結合状態の

変化 を考慮 している。 しかし、生体内ではpHの 変 化はほ とん ど無視できる範囲であるこ

と、計算 コス トの面か ら、現在 シ ミュレーシ ョンモデル上でpHの 変化やそれに伴 う代謝

の変化 を表現 していないため、pH=72に 固定 して計算 を行 っている.

計算手法はStorer,Cornish-Bowdenら に よるマ グネシ ウム イオ ン複合体の計算法([18])

を用いてい る。各代 謝物 質の総量 は、それぞれ の複合体 に分配 され た後 の合計で計算 さ

れる。

また、赤血球中で非常 に高濃度で存在する タンパ クであるヘモグロビンは、非常に高 い

結合度で これ らの代謝物質 と複 合体 を形成す る。 また、酸素飽和 されたオキシヘ モ グロ
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ビン(oxyhemoglobin)と 酸素 の結合 していないデオキシヘモ グロビン(deoxyhcmoglobin)

でその結合 度に大 きな違 いが あることがわか っている。2,3DPGは 特 に デオ キシヘモ グ

ロビン との結合度が非常 に高 く、低酸素状態では約70%、 通常で も約40%が ヘモ グロビ

ンとの複合体 として存在 している可能性が シ ミュレーションに よる先行研究か ら示唆 され

ている。

解糖系 の最初 の酵素 であ るヘキ ソキナ ーゼ(HK)は マ グネシウム複合体ATPを 基質 と

するに も関わ らず、遊離 のATPで はむ しろ阻害 される ことがわか ってお り、 これ らの知

見を考慮 した式で表現 されている(前 項参照)。 この ように、マ グネシウム イオ ンやヘモグ

ロビンとの複合体の形成が代謝活性や遊離代謝物 質量の調節 に強 く影響 を及ぼ している可

能性がある。

代謝物質 のマ グネシウムイオ ン、ヘモ グロビンとの結合定数は表の通 りである。

温度、pH、 カ リウム イオ ン濃度([K+])、 塩 化物 イオ ン濃度([Cl-Dに よってそれぞれ

の結合定数 が変わるが、本 モデルでは温度37度 、pH=7.2、[K+1==O.15M、[Cl「=0.15M

で…定 としている。

IApParentassociationconstantlAssociationreactionIKapp(M『1)[Re£1
KaM姻TP Mg十ATP 2.6×104 [1⑪2]

KaMg沌DP M9十ADP 2.3×1⑪3 [1⑪2】

Ka^∫92 ,3DPσ Mg+2,3DPG 6.7×102 [1⑪2i

K紅M91、3Dpo Mg+1,3DPG 1.9×102 [102]
KaMgFDP Mg十FDP 40×102 【102】

KaMgGPP Mg+GDP 4.0×102 [lo2]
KaMgP冒 M9十Pi 34×10 [1021
KaMgAMP Mg十AMP 4,5×10 [64]
Ka。 。押 うM9 .4TP oxyhemoglobin十MgATP 39×10 [102】

Ka。 、,泄 訂P oxyhemoglobin十ATP 3.6×102 [102]
Ka。 。幽 初P oxyhelnoglobin十ADP 2.6×104 [1021
Ka。 、,yHむ2 ,3DPσ oxぎhemoglobin十2,3DPG 2.5×102 [1021
Ka。 。幽1 ,3DPG oxyllellloglobin十1,3DPG 3.17×102 [102]
Ka鞠HbFDP oxyhemoglobil1十FDP negligible [1021
Ka岬HbODP ox}41emoglobill十GDP negligible [102]
Kadω 。ψ6M9直TP deoxyhemoglobin十MgATP L4×102 [102]
Kad。 侃 洲 わATP deoxyheIlloglobiI1十ATP 2.6×1⑪3 {102]

}Ka蜘 踊PP
deoxyhemoglobil1十ADP 1.2×103 [102]

,Kad,,剛Hb2 ,3ppo deoxyhelnoglobln十2,3DPG 5.0×103 1102}
Kad`・ θ四Hb1.3PPG deoxyhemoglobill十1,3DPG 1.55×10」 [102}
Kad。 。。幽FDP deoxyhellloglobili一 トFDP LO1×103 [1021
Ka、オ。卿HbGDP deoxyhemoglobill十GDP 1.Ol×103 [102]

表2.5:マ グネシウム イオ ン、ヘモ グロビンと代謝物質の結合定数

全 て が酸 素 ヘ モ グロ ビ ン(oxyhemoglobin)の 場 合 と、全 て が 還 元 ヘ モ グ ロ ビ ン(dcoxy一
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hemoglobill)の 場合を検証 した、一般 に動脈 と言われる部位 ではシグモ イ ド型 のヘモ グロ

ビン酸素飽和 曲線が示す酸素飽和 度はほぼ100%を 示 してお り、大部分 のヘモ グロビンは

酸素ヘモグロビンとして存在することになる。また逆 に低酸素状態に一定時間赤血球を さ

らす とほぼ全て のヘモ グロビンが還元ヘモ グロビンとなる、

ヘモ グロビン、 マ グネシウム、ATP、ADP、2,3DPG、FDP、GDP、AMP、Piそ れ

ぞれの総量が同 じになるように物 質濃度 を設定 して シミュ レーシ ョンを行 った。 また、物

質ごとに総量に対す る複合体 の割 合を計算 して考察 したc表 の結果は、有効数字2桁 で示

して いる。

Ion〆Complexoxy-state[%total]deoxy-state[9もtotal]

Hbtotal7.OmM[100] 7.OrnA・1[100]

HbMgATP

HbATP

HbADP

Hb2,3DPG

Hbl,3DPG

HbFDP

HbGDP

fHb

O.23rniM[3.3]

e.20mM[2.85]

0.101nlsl[1.47]

2.591n.N・1[37.0]

0.37ttA{[0.oe53]

o[o]

o[o]

3.871npN{[55.3]

0281n1M[4]

0.271n]YI[3.8]

0.121111NI[L66]

4.geinl・1[70.0]

0.45μhl[0.0065〕

1.40μ]NI[0.02]

0.⑪631nM[0,89]

1.39mlNil[19.4]

表2.6:ヘ モ グロビンの状態 とヘモ グロビ ンー代謝物質複合体濃度 の関係

高酸素状態(oxy-state)と 低酸素状態(deoxy-state)を 比較 した結果、遊離 の状態 で存在

するヘモ グロ ビンが高酸素状態で半分以 上であるのに対 し、低酸素状態では20%以 下 と

非常 に少 な くな っている。この原因は細 胞内で濃度の高 い2,3DPGと の結合が還元ヘモ

グロ ビンで非常 に強 く、ヘモ グロビンの多 くがdeoxyhcmoglobin-2,3DPG複 合体 とな る

ことにある と考え られる、2,3DPGは ヘモグロビンの酸素飽和度そのものに強 いアロステ

リック作用 を持つ物質 として知 られてお り、飽和曲線 を右側 にシフ トさせる。つま り、ヘ

モ グロビンが酸素 をより離 しやすい状態 にな り、生体内では抹消組織 により多 くの酸素 を

供給 するこ とが可能 になる。

還 元ヘモグロビンに2,3DPGが 多 く結合す る ことで、遊離の2,3DPGを 基質 とする反

応の活性 が低下 し、逆 に生成物 とす る反応活性 が上昇す る。 これに よって2,3DPG濃 度

が 一一時的 に上 昇す ると、益 々飽和曲線は右側ヘ シフ トし、酸素 を離 しやすい状態 になる と

考え られ る。 しか し酸素分圧が高 い状態 に細胞 がおかれる とこの逆 の反応が起 こ り、遊離

の2,3DPG量 が急激 に増 えることで2,3DPGの 代謝に よる消費が活発 にな り、 よ り酸素

を吸着 しや すい状態にな ると考え られる、

表2.6の 結果1よ ヘモ グロビンが代謝物質 と複合体 を形成す ることでヘモ グロビン自身

の性質 を変 化 させ、 よ り効果 的に酸素の運搬 を行 っている可能性 を示唆 している。

次にマ グネシウムイオ ンと代謝物 質の複合体 の関係を示す。結果か ら、赤血球細胞内に

存在するマグネシウムイオ ンの約半分量 がATPと 結合 して存在 していることが予測 され
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1・11/C・mplex・xy-state[cy・t・tal]de・xy-state[%t・tal]

totalMg†3.OIll1NI3.OII1]NI

freeMg+

MgATP

HbMgATP

MgADP

Mg2,3DPG

Mg1.3DPG

MgFDP

MgGDP

MgPi

MσAMP
o

0.41m1NI[13.5]

1,53111二NI[50.33]

0.23m]NI[7.6]

0,101nNI[3.3]

0.73mM[242ヨ

O.024;tIN1[0.00078〕

0.38XtlI[0.013]

0,017mM[O.57]

13.7μ=11[0.45〕

O.47LiM[0.〔 〕16]

0.751nRI〔24.7}

1.481n1N・1[48.68]

0,281n.Ni[9.26]

O.121111NI[4.05]

〔〕.361nlNI[11.98]

0.031μM[0.0010]

0.30μM[0.OlO]

O.014m)N・f[〔 〕.45]

24.8μNI[⑪.82]

0.85μ λ1[0.028〕

表2.7=マ グ ネシウム イオ ンー代謝物質複合体濃度 の関係

る ヘモ グロビンに結合 しているhemoblogin-MgATP複 合体 を考慮 すると約58%に もな

る。興味深 いことに、 ヘモ グロビンとの複 合体 を合わせ たATP複 合体 の合計 は高酸 素、

低酸素でほぼ同量 になる.先 に も述べたが、ATPは マ グネシウムイオ ンに よって電子 的

に安定な状態になるため、代謝全体 にマ グネシウムイオ ンが深 く関わって くることがわか

る1

また、注 日すべきことに高酸素 と低酸素 の状態 では遊離 のマグネシウムイオ ン濃度に大

きな差 があるこ とが予測 され た.低 酸素状態 で2,3DPGが 還元ヘモ グロ ビンに多 く結合

し、遊離 の2,3DPGが 減少 して、2,3DPGに 結合 していたマ グネシウムイオ ンが遊離の状

態 にな ることが直接 の原 因 と考え られる,

生体 内で のマ グネシ ウム イオ ンの重要性は臨床 的、経験的に広 く知 られて いる ものの、

カルシウムポ ンプの挙動 に関わる可能性 や代謝 の重要な要素 となる こと以外、その具体的

な動態 についてはあ まり知 られていない現状がある。 しか し、酸素分圧 の変化による遊離

のマ グネシウムイオ ン量の変動が生体内の赤血球細胞で実際 に起 こっている とすれば、細

胞機能 に何 らかの役割 を果た して いる可能性 も十分に考え られ る.

代謝物質 ごとにマ グネシウム イオ ン、ヘモ グロビンとの複 合体濃度を表 に示す,ヘ モ グ

ロビンに結 合 している ものを含め るとマ グネシウム イオ ンとATPの 複合体は総ATP量

の83.7%も の割合 を占め ることが予測 され るt:

deoxyhemoglobir1-2.3DPG複 合体 はヘモ グロビンが完全に還元型 で存在 している場合、

総2,3DPG量 の809/,に も上るlt低 酸素状態 では遊離 の23DPG量 は約1/3に も低下 して

いるため、2βDPGshuntは2βDPGを 作 る方向に大 き く変動することが予想 され る、 ま

た、低酸素状態ではFDPとGDPが 還元ヘモ グロビンに結合 して複合体 を形成 し、遊離

のFDPとGDPが 有意に減少す ることが示唆 されてお り、代謝 に大 きな影響 を及ぼす可

能性 がある、
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Ion/Colnplexoxy-state[!%tota工] deoxy-state[%total]
totalATP 2.099251nM[100.0]2.09924mM[100.0]
fATP

MgATP

HbATP

HbMgATP

0ユ4111M[6.8]

上53mM[72.7]

020mM[9.5]

0.23mM[11.0]

O.076m]X,1[3,6】

1.48111至vl[70.3]

O.267mM[12.7]

0.28mM[13.4/

totalADP O.309Sgmrvl[100.0] e.30989mM[100.O]
fADP

MgADP

HbADP

0、10648mA/1{34.4]

O.100284m]).vl[32.4]

O.103127mNI[33.3]

0.0711792mM[23.0]

⑪.122707mrLVI[39.6]

0.116003mlNT[37.4]

total2,3DPG5.997871nM[100.0] 5.99786mM[100.0]
f2.3DPG

Mg2,3DPG

Hb2,3DPG

2.6742]rl1NI[44,6]
0.733676mM[12.2i
2.589991n!)I/43.2]

0.723266mM[12.1]

0.363213inM〔6.11

4.911381nNI[8L9]

total1βDPGO.699752μM[100.0]0.699758μM[100.0]

fl,3DPG

Mg1,3DPG

Hb1,3DPG

0.303465μM[43.4]

0.0236101μ 八1[3.8]

0372677μ 遇伍[53.3]

0215477μM[30.8]

0.0306862μM[4.4]

0,453595μM[64.8]

totalFDP 2、69904μM[100.0] 2.69904μ1M[100.0]

fFDP

MgFDP

HbFDP

2.31918LLAI[85.9]

0.379865μ 工1([[14.1]

o[o】

1.01031μM[37.4]

0.302902μ]NI[11.2]

1.38583μM[51.3]

totalGDP 0.121957mM[100.0]0.121957mM[100.0]
fGDP

MgGDP

HbGDP

0.104792ni]Ntl[85.9]

0.0171643111M〔14.1]

o[o]

O.045651mM[37.41
0.0136867mM[11.2]
0.06261911n][f[51.3]

totalPi O.999645mMIIOO.O]0.999645mM[100.0]
freePi

MgPi

0.985919m]lvl[98.6]

O.0137264mM[1.4】

0.9748031nM[97、5]

0.0248419n1]M[2.5]

totalAMP 25.9908μ]!,1[100.0] 25.9908μ1㌧1[100.0]

fAMP

MgAMP

25.5201μM【982]

O.470721paM[L8]

25.14191L]Ntl[96.7}

0.848856μ ム1[3.3]

表2.8:各 代謝物質 のマ グネシ ウム イオ ン、ヘ モグロビン複合体
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第3章G6PD欠 損症の病態解析

赤血球 を標識 して、溶血 性貧血患者 と健康な人の赤血球細胞寿命 を観察 した結果、輸

血 した環境ではな く細 胞その ものに溶血 の原 因があ ることが報告 され たeそ の後1955年

に還元型 グル タチオ ン(GSH)濃 度 の著減が 見いだ され(国 〉、翌年にペ ン トース リン酸回

路の律速酵素であるG6PD(Glucose-6-phosphatedehydrogenase)の 活'性低下が原因であ

るこ とが発 見 され た([2D。 このG6PD欠 損症 を皮切 りに解糖系酵素群の欠損症 など多 く

の酵素異常症が発 見された。今 日で も、新 たな酵素異常症や様 々な タイプの症例 が研究 さ

れ報告 されている。 また、 ほとん どの赤血球酵素異常症が量的な欠乏ではな く、構造遺伝

子変異による活性異常、すなわち分子病であることが判明 している。赤血球酵素異常症の

解明の最初 の手がか りにもな ったG6PD欠 損症は患者数が非常に多 く、 これ まで血液学、

生化学、遺伝学、人類学 な ど多方面 か らの研究 が進め られてきた。 しか し、治療 は対症療

法 に留 まってお り原 因療法 はいまだに発 見 されていないのが現状で ある。

そこで、正常細胞 を再現 したE--C肌 ヒ ト赤血球シ ミュ レー タのG6PDに 関する反応速

度パ ラメー タを欠損症患者の ものと入れ換える ことで酵素 欠損の状態 を再現す ることを試

みた。正常の状態 と比較 して溶血 に致 る細胞内代謝物質量 の変化 を追 い、症状発生の機序

と原 因療法 を探 ることが 目的 である.

3.1G6PD欠 損 症

3.1.1G6PDの 働 き

G6PDは 解糖系か らペ ン トース リン酸回路 に入る最初の反応 を触媒する律速酵素である。

律速酵素 とは、ある系の流量 を決定するボ トルネック とな る酵素 の事 をさす。この反応 で

は、G6P(Glucosc-6-phosphate)1分 子か らGL6P(6-phosphegluconolactone)1分 子が生

成 され、その際 補酵素 と してNADPを 用い、NADPHに 還元 している。NADPHは 酸 化

型 グル タチオンGSSG(oxidizcdglutathione)を 還元型であるGSH(reducedglutathione)

にす る働 きを持 ち、ペ ン トース リン酸回路 は赤血球 の代謝経路 にお けるNADPH産 生 の

大部分 を担っている,還 元型 グル タチオンはその還元力 を利用 して活性酸素な どの酸化的

侵襲か らSH基 を含む酵素 タンパ クや赤血球膜を保護 している。GSH/GSSG比 を高い正

常値 に保 ち、赤血球 内のタンパ クを酸化か ら守るにはペ ン トース リン酸回路の活性が非常

に重要であ るcG6PDは ペ ン トース リン酸回路 のボ トルネ ックとな ってお り、解糖系か ら
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図3.1:G6PD周 辺 の経路図

ペ ントース リン酸回路に流れ込む流量、つ まりは産生す るNADPHの 量 とGSHを 用いた

細胞の還元力に大きな影響を与えている。

3.1.2G6PD欠 損症 の概 要

機序

G6PD欠 損症は構造kの 変異酵素産出によっておこるX連 鎖劣性遺伝性疾患である、最

も頻度の高 い赤血球 酵素欠損症であ り、世界で4億 人以 卜、すなわち世界人口の10数 人

に1人 がG6PDの 異常遺伝子 を持つ とされる。赤血球酵素異常では、酵素 を作 り出す遣伝

子 の欠陥によって充分量の酵素が生成 され ない、 または活性が異常に低い酵素の産生が起

こり疾患に至る。 これ までに同定 されている分子異常のほ とん どが1種 か2種 のミスセ ン

ス変異による(例=G6PDVa皿couvcr}。 塩基欠失が原因の場合(G6PDSundcrland,G6PD

Urayasu,G61'DTsiikui,G6PDNorthDa皿a5以 上は3塩 基欠失,G6PDStonybrook(6塩

基欠失),G6PDNara(24塩 基欠失)が 明 らかになっている〉は比較的小範囲で3の 倍数ず

つ欠失 しているためにフレー一ムシフ ト変異 を起 こさないのが特徴 である。G6PDa)me伝 子・

に関す る異常症 は、5つ の段 階に分けられ る。酵素活性 が低一ドす る一一般的な例の他 に、塩

基欠失 が起 こって も酵素活性が変化 しない もの、逆 に異常 な活性.上昇が起 こる例もあ る。

これ らの うち、 臨床上問題 となるのは 主にclassl、class2で ある,classlで は二量体形

成部位周辺に異常が集積 して いる.重 度の構造異常の場合は二量体形成が阻害 され、PPP

回路が代謝の変化に対応 して進 まず、GSHの 低下がお こる。赤血 球細胞では急激な酸化

ス トレスを受 けてヘモ グロビンが変性す ると、細胞膜のSH基 との問にS-S結 合 を作 り、
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class1 慢 性 非 球状 性 溶 血性 貧血

(chrollicnol1-spherocytichemolyticalicrllia;CNSHA)

dass2 G6PDの 酵素活性が正常 の10%以 下

class3 G6PDの 酵素活性が正常 の!0～60%(軽 度 ない し中程度)

class4 G6PDの 酵素活性正常

class5 G6PDの 酵素活性増加

表3.1:G6PD欠 損症の臨床段階

Heinz小 体 を形成する それによって膜の変形能が低 下し、狭い脾洞内皮細胞間 を通過す

ることがで きないか、マ クロフ ァージに食 食 され て溶血に至る。GSHは 還元力を用いて

酸化 ス トレスを軽減す る働 きを担 っているが、GSHの 顕 著に低 ドしたG6PD欠 損症の細

胞では酸化 ス トレスに敏感になる

症候

G6PD欠 損症 の臨床症状は変異酵素の性 質によって異な る。 多 くの例 では以下の表 に

示す薬剤の服用後や細 菌、 ウィル ス感染後 、手術後、あるいは糖 尿病性 アシ ドーシス後 に

コーラ様色調 を呈するヘモ グロビ ン尿 を伴って、急性溶血発作 を生 じる。 さらに、 より

高度な異常になる と(class1,2)、 慢性溶血 を呈す るcま た、地中海沿岸 の住民の うちある

ものは、 ソラマ メ(favabean)の 摂取 または花粉の吸 入によって短時間内に重症 の溶血発

作を起 こし(favisn1と い う)、G6PD欠 損症患者には抗 マラ リア耐性 があるという報告 も

ある これ らはG6PD異 常 に加えて、何 らか他の遺伝的要素 も関与 していると思われ る

が、明 らか にはな っていない 主な溶血惹起薬剤 を以 下に挙 げてお く,

診断と治療の現状

末梢血塗抹標 本によってHeiIlz小 体 を認 めるこ とでヘモ グロ ビンの異常 は発 見で きる

が、G6PDに 固有 の現象ではないため、病因の同定 はできな い、 従 って確定診断 は直接

赤血球酵素活性 の測定 によってな され る 診断確定後 は変異酵素の性 質の検討、分子 異

常の同定 を行い、予後 の判定の材料 とする.治 療は、現在 も非常 に対症的なもので しかな

い、 予防 としては先の表に挙げた薬剤の服用、 投 与を避 けることを徹底 させるのが最 も

重要である.急 性増悪 の場合 は輸血 を し、新生 児で溶血が高度の場 合は交換輸血が行わ

れるが、 いずれ も原因 を根本か ら断つ対処 ではない.
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薬剤名 溶血が確実な薬剤 溶血の可能性がある 溶血が疑わしい薬剤

薬剤

抗マ ラ リア剤 Primaquine Chloroquine Quinacrine

Quinie

サル ファ剤 Sulfanilamide Sulfametho一 Sulfoxone

Sulfapyridinc 一xypyridazine Sulfadiazine

Suifamcthoxazoie Sulfamidine Sulfamerizine

Sul丘soxazole

スル ホン剤 Thiazolcsulfbnc

Diaminodiaphenyl一

一sulphone

ニ トロフラゾン剤 Nitrofurantoin

解熱剤 Acctanilide Aspirin

Acetaminophoen

Phenacetin

Aminopyrine

その他 Nalidixicacid VitaminKaIlalogues VitaminC

Mcthyleneblue Chloramphenicol PAS

Naphthalene LDopa

Niridazole Dimercaprol

Phenylhydrazine Doxorubicin

Toluidcincblue Probcnecid

Trinitroluene

Phenazopyridine

表32:G6PD欠 損症 の主 な溶血惹起剤

3.2病 態 解 析

G6PDの 触媒反応 にATPと2,3DPG(2β 一Bisphosphoglycerate)が 阻害剤 として関与

することが報告 され た。 これ らを反映 させ るために リア クターを以下の式 に書 き換えた。

v=

Vm。。⊥鍛 鍔 芸橡 芸1

1+辮(1+聯)+耀+躍+鰐 鐙i…

まず、臨床G6PD欠 損症患者 に関す るデー タを入手 し、パ ラメーターを正常 の ものと

入れ換えたルール ファイル を作成 してシ ミュレーシ ョンを行った。使用 したデ ータは次の
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通 りで あ る([70])。

ProbandVmaxKmG6PKmNADPKiNADPHKIATPK12,3DPG半 減 期

正常
欠損症

575

10

67

152

3.7

38

31

062

749

180

2289

520

25-35

25

表3.3:G6PD欠 損症 の酵素反応パ ラメー タ

G6PDの 反応速度パ ラ メー タを欠損症 の もの と入れ換 えて シ ミュ レー シ ョンを行 った

結果、G6PDの 活性 が非常 に低 くな り、NADPHの 減少 とNADPの 上昇、 それ に伴 う

GSHの 急激 な減少が 見 られ た(図3.2-A,3.2-B,3.2-C)。

NADPH/NADP比 の急激 な減少 はシミュレーシ ョンを始めた約3時 間後 に起 きてお り、

GSHは 約30時 間後 に完全 に枯渇 した。

また、解糖系酵素であるHK,PFK,PKの 活性が低下する過程はGSH/GSSG比 の低下の

速度 とほぼ一一一致 して起 こってお り、20時 間後には活性がほぼな くなっている(図3.2-B,3.2-

D)。 一方、ATP量 は最初 の20時 間ほぼ初期濃度 を保 ってお り、ATP消 費 と生成の均衡

が とれている ことが伺える(図3.2-E)。 この原因は、解糖系の残 りの酵素の活性 にあ ると

考え られる。PFK,ALD,GAPDHの 活性 を見る と、活性が な くな るのは約50時 間後であ

る(図32-F)uPKの 活性低下 によるATP産 生の滞 りとHK,PFKのATP消 費の滞 りが

釣 り合ってお り、ATPやADP量 は最初 の20時 間有意 に変 化 しなかったためATPを 生

成するPGKが 約20時 間 ほぼ初期活性 を保 って いた と考え られ る。

しか し、GSHやHK,PFK,PKな どの酵素活性 が完全に枯渇す ると、他 の解糖 系酵素活

性 も減少 をは じめ、ATP量 は約50時 間で完全に枯渇する。パ ラメー タを用いたG6PD欠

損細胞 の半減期2.5日 とい うことを考慮する と枯渇が早す ぎる結果で あった。通常G6PD

欠損 症の赤血球細胞で は、解糖 系諸酵素 の活性 は正常細胞 とほぼ変 わ らず、ATP濃 度 に

もほぼん と変化がない ことがNMRを 用いた実験で証明 されている([79D。 半減期 が患者

ごとに異 なるのは、主にGSHやNADPH量 の違い、すなわちペ ン トース リン酸回路 の

活性の違いによるものである。

従 って、このモデルを用 いたシミュ レーシ ョン実験では、ペ ン トース リン酸回路 の活性

低下は再現で きたものの、解糖系活性 やATP量 の維持、 または活性変動 の時間 を再現 で

きていなかった。
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図32二G6PD酵 素 欠 損 症 の シ ミ ュ レ ー シ ョ ン 結 果

(A)Concentrationof(一)NADP(一 一>NADPH.

(B)Concentrationof(一)GSH(一 一>GSSG.

(C)Fluxof(一)HK(一)G6PD

(D)Fluxof(・ ・)PFK(一 一)PK

(E)CollceIltrationofATP

(F)Fluxof(一)PGK(一 一)ALD(..)GAPDH
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峠

篇轍噺簿鍬
図3.3=拡 張 したグル タチオ ン周辺の経路図

3.3モ デ ル の拡 張

G6PD欠 損症の酵素パラメー タを入力 して シミュ レーシ ョンした結果、特に解糖系に

つ いて実際 の細胞 との挙動の違 いが見られた.そ の違いが どこか ら生 まれるのかを考察す

るうち、赤血球 では3種 類 のア ミノ酸(グ ル タミン酸 システ イン、 グリシン)と2分 子

のATPを 使 ってGSHを 生合成 する経路が動 いていることがわかった 〔[13],[73])eまた、

溶血に到 る赤.血球 内GSSG濃 度は正常 とほぼ変わ らないに も関わ らず、血漿中のGSSG

濃度は急激に上昇 している とい う報告(193】)か ら、何 らかのGSSG排 出機構が存在する

ことが示唆 され た.調 査 の結果、GSSGはATPに よって能動的に細胞外 に輸送 されてい

ることがわかった自そこで.こ れ らの経路に関 してモデ リングを行い、主経路 モヂルに加

え た,

また、GSSGが 解糖系 の律速酵素であるPFKの 活性低下 を引き起 こす ことがわかった

({59])。これ もG6PD欠 損症 を再現す る上で必要な現象 である可能性があると考えてモデ

ル化 を行 ・った.

3.3.1還 元型グル タチオ ン(GSH)生 成系

赤血 球 細 胞 に は タンパ クを合 成 す る系 は 存 在 しな いが 、 膜 を介 したア ミ ノ酸 輸 送 を行

い、 それ らを使 ってGSHを 合 成 して い る1[ll】,[31]etc).

GSH合 成 は、 シ ステ イ ン とグル タ ミン酸 か ら γ一glutamyleysteinesynthetasc(7-GCS>

を 触 媒 酵 素 と して γ一glutamylcysteine(7-GC}を 生 成 す る段 階 と、7-GCと グ リシ ン を
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基質 とし、GSHsynthetase(GSHsyn)に よってGSHを 生成す る段階で構成 されて いる。

GSH生 合成経路 の律速段 階は最初 の反応 であ り、 この反応 はGSH自 身 に よる強力な

フィー ドバ ック阻害 を受ける([i5])。

GSHは 正常状態下 において約3mMと い う高濃度で存在するため、普段GSH生 合成経

路 の活性 は抑 え られている。 しか し、一旦酵素 欠損や酸化ス トレスを受 けてGSH濃 度が

減少する と合成経路が活性化 され、GSH濃 度 を維持 する機構 として働 くと考え られる。

ty-glutamylcysteinesynthetaseの 反 応 機 構

glutamate十cysteine十MgATP→7-glutamylcysteinc十MgADP十Pi

ラ ッ トの腎臓か ら抽 出された本 酵素の解析 か ら反応機構 はRandomBCRandomPQ

mechanismに 従 うことがわ かった([29D。

"==
1+蓋 器+K蝶 魁

。+κ豊 罵TP+。 κ一簾 諜 舞景。T.

(OrderedTcrMechanism)

Vmax[ATP]【Gt‡t]iCyS】

・K・ ・ATpK・nCKmcy。

α につ いては、 ラ ッ トの腎臓 を用 いた実験([19Dの グラフか ら算 出 し、 その他 のパ ラ

メータは ヒ ト赤血球 の組み換え体 を用 いた実験 値 を得 た。

Parameter value Ref

Kln!tTP

Kmc～u

Km(;ys

KiCSH

α

Vmax

0.4m]Ntf

1.81n])vl

O.linNI

3.4mM

O.2

141.57μ]y1/h

[110]

[110]

[110]

[11⑪]

ラ ッ トの 腎 臓 を 用 い た 実 験([191)の グ ラ フ か ら

算 出

Vmax=1650土100μmo1/h/mgprotein

(〔11⑪])、 ヒ ト赤 血 球 に お け る 酵 素 濃 度O.54～

1.49μmol/gHb([129])よ り算 出(※)

(※)1gHb=0.7LRBCよ り、[GSHsynthetase]=1.43μmo1/LRBC.MW=60000

([73])よ り85.8mg/LRBC.∴Vmax=1.65*85.8=141.57μmM/h)

ここで、GSHに よるフィー ドバ ック阻害 を考慮するため、阻害様式 の調査 を行 った。そ

の結果、GSHは グル タミン酸(Gly)と 競合するこ とによって反応 を阻害する ことがわか

り([20])、 グル タミン酸に関す るKmを 以下の ように展開 して反応式 を作成 した。その際

の阻害定数Kiは3.4mMで あ り、赤血球細胞内のGSH濃 度 とほぼ等 しい。

K妬1、 一.κmα 。讐
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GSHsynthetaseの 反 応 速度 式

γglutamylcysteinc+glycine十MgATP→GSH十MgADP十Pi

文 献 調 査 の結 果 、GSHsynの 反 応機 構 はOrderedA,RandomB-CMechanismで あ る

こ とが わか っ た([128DCi

Vmα コじ』_G(=711G'ry][ATP]

αKm、 _GcKmGiy」KmATP
v==
1+轟+K是 器 聯 、≠K訣 釜 蛤認 。+。K。砦 怨 誓1鐸。。P

(OrdcredTerMechanism)

Paralneter value Ref

Kmfr -Gσ

KmGly

KlnATp

α

Vnlax

⑪.99111]1,vI

1.37rnM

O23mM

2.6

88.4n1NI/h

[128〕

[128]

[128]

[135]

[128}

3.3.2酸 化型 グルタチオ ン排出系

GSH/GSSG比 の急激 な低下が起 こった とき、それを食 い止める機構 として、前項で述

べたGSH合 成系の他にATPに よるGSSGの 細胞外能動輸送がある([3],[24],[511,[93])。

この反応はPtlichaelisBiBimechanismを 基に した酵素 反応 に見立 て、ATPの 存在下で

GSSGがtransportedGSSGに なる反応 として表現 した。GSSGの 細 胞内濃度に よって

GSSG、ATPそ れ ぞれ のKmやVmaxと いったパ ラメーターが変化 し、GSSG濃 度が

高 くなるほ ど迅速な輸送が なされ、細 胞内のGSH/GSSG比 を高 く保 とうとする働 きが

強 くなる。Vmax及 びKmGSSGに ついては、GSSG濃 度が2mMの 時 を境 に異 なるた

め、GSSG濃 度で場 合分 け をし、 それぞれ異 なった値 をVmax、Kmに 読み込ん で計算

を行 ってい る.ま た、KmATPに ついては、GSSG濃 度 が充分にあ るときのKm値 、そ

の約 半分の値 をとるGSSG濃 度 をグラフか ら得て計算 した。

GSSG濃 度が2mM以 上 の時:

v;VmaXi( σ55諄 妾劉3SGIX M,A撃響 課ATP)

GSSG濃 度 が2mM以 下の時:

t'=1/mαx2(
[CSSG]

CSSG十KmGSSG2 )(,、1
[MgflTP}

gATP十lt'mATP
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Parameter value Ref

ユ

リ
ん

G

G

P

S

S

T

1

2

鞭

㎞
踊

7.ln1M

O.lmM

O.63mM

O.0528mMs-1

0.00556nl]N工s-1

[24i

[24】

[24]

[24]

[241

3.3.3glyoxalasesystem

Glyoxalasel:HTA-→S-LG

GIyoxalase2=S工G→GSH+LAC

赤 血 球 は、上 に挙 げた グル タチ オ ン代謝 の周 辺経 路 と して 、GSHを 代 謝 して乳 酸(LAC)

を産 生 す るglyoxalasesystemを 有 す る。 ヒ ト赤 血球 にお け るglyoxalasc経 路 の反 応 速 度

式 及 びパ ラ メー タを入 手 し([69],[101D、 モ デ リン グ した。

Glyoxalasel,2は 以 下 の様 式 に従 う。

Vmax[s]
v=
κm(KJ1+苗)+[Sl

Glyoxalase1:SはHTA,1はGSH

GIyoxalase2:SはD.LG,1はHTAを そ れ ぞれ示 して い る。

ParameterGlyoxalaselGlyoxalase2Ref

㎞
照
琉

O.461n1㌧1

7.88mM

l.171nM/s

1,5rn1}vl[69]
0.29mM[69]
O.4mM/s[69]

3.3.4GSH/GSSG比 に よる酵 素 活 性低 下の 表 現

解糖系 のい くつかの律速酵素について、酵素 タンパ クが有するSH基 がGSSGと 混合ジ

スルフィ ドを形成 し、不活性化 される現象が知 られ ている[59]。 細胞内ではGSH/GSSG

は常 に高い値 を保 っているが、何 らか の酸化的 ス トレを受 けてGSHが 急激に減 少 した

時、混合 ジスルフィ ド形成が活発に起 こり、代謝 を滞 らせ ることで生体 を防御する働 きを

担 っている と考 え られ る。細胞 の異常事態 を再現す るには、 この機構 を表現す ることが

不可欠であろ う。活性修飾 を受 ける主な酵素 にG6PD、HK(Hexokinase)、PFK(Phospho

fructokinase)、PK(Pyruvatekinase)な どがある。PFKに ついては、活性修飾 を表す具体
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PFK活 性 の低下(最 大活性 との割 合%で 示す)はGSH/GSSG比 の 上昇 によって起 こる

(Sugiya・naetal[59]カ ・ら転載).

的な式が得 られなかったため、[GSH]/[GSSG]と 酵素活性活性(%)の 関係 を示す右の グラ

フを用いて リア クター内での表現を行った、具体的 には、グラフの概形か ら[GSH]/[GSSG]

を基質 活性 の割合 を生成物 とす るMichaelis-Menten式 に見立て、[GS珂/[GSSG]の 値

によってVmaxに 掛 ける割合 を変化 させて リアクターに組み込む ことで表現 した、

3.4拡 張後のモデルを用いたG6PD欠 損症の病態解析

GSH周 辺経路 の拡張、GSH/GSSG比 の低下に伴 うPFK活 性 の低下 をモデル に組み込

んで再 び同様のG6PD欠 損症 のシミュ レーシ ョンを行 った、

その結果 、これ らの要素 を組み込 む前(図3.2)と 大 きな変 化が 見られた。解糖系酵素活

性(図3.4D,3.4-E)は80時 間を過 ぎてもほぼ初期活性 を維持 してお り、ATPに 関 して も

初期濃度 を維持 していた(図3.4-E>
一方でNADPHの 減少、NADPの 増加、GSHの 減 少か らペ ン トース リン酸回路 の活性

は低 下 している ことがわか る.細 胞外に排 出 されてるためGSSGの 増 加は抑え られて い

るが、GSHの 生合成経路 が働 いてGSHは 枯渇せず に定常 に向か っている。GSH/GSSG

比の低 下がPFKの 活性 を下げ、解糖系 に流れ込 む流量が少な くなった分がペ ン トー スリ

ン酸 回路 に流れ込み、回路 の活性 の枯渇 を止めて いる可能性 が示唆 され た.

これ らの結果 は、実際のG6PD欠 損細胞 内で起 こる挙動([791)と よ く…致 して いた。

モデル拡張前後 のG6PD欠 損症 のシミュ レーシ ョン解析 を通 して、G6PD欠 損症 にお

ける細胞 内の挙動 を再現す るには拡張 したGSH生 合成経路、GSSG細 胞外排 出機構、お

よびGSH周 辺経路 とGSH/GSSG比 に よるPFI〈 の活性低下が必須であ ることが示唆 さ

れた.こ れ らの経路や制御 によってG6PD欠 損症 における解糖系活性や細胞内ATP濃 度
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図3.5:モ デ ル 拡 張 後 のG6PD欠 損 症 シ ミ ュ レ ー シ ョ ン 結 果

(A)Concentrationof(一)NADP(一>NADPH,

(B>Concentrationof(一)GSH(一 一)GSSG.

(C)F!uxof(一)HK(一 一)G6PD

(D)Fluxof(一)PFK(一 一)PK

(E>ConcentratioIlofATP

(F)Fluxof(一)PGK(一 一)AI、D(..)GAPDH
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が高 く保 たれ、酸化ス トレス侵襲時以外は細 胞が維持 されて いると考え られ る、

実際 の細胞内挙動 とシミュ レーシ ョンモデルの相違点 を検証 し、その原因 を考察する こ

とで欠損症細胞 における物 質変動 の鍵 を握 る経路 を見つけることが可能 になった。

また この結果 は同時 に、シ ミュレーシ ョンす る対象によってモデル化の範囲決定 を慎重

に行 う必要が あるこ とを強 く示唆 している、特 に病理状態 やス トレス侵襲 を受けた時の

挙動 を再現す る場合、GSH生 合成経路 におけるGSHの フィー ドバ ック阻害 のように、 こ

れ まで活性 の低か った経路が活性 化 されて重要な役割 を果 たす可能性 がある。次章では、

病態解析 への応用に向けて始 まった、様 々な代謝上の可能性 を網羅 した全代謝 シミュ レー

シ ョンモデルの構築 につ いて述べ る,
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第4章 全代謝モデルの構築 と大規模モデ リン

グ手法開発

対象 を定めて シ ミュ レーシ ョンで再現す るには、 目的に合わせ た範 囲決定や手法の選

択が大 きな鍵 を握 る事 は先 に述 べたとお りである、,筆者 らが構築 して いるE-CE[.Lヒ ト赤

血球 シミュ レー タの 目的は、様 々な病理状態、異常状態下 における細胞の振 る舞いを再現

することであ り、あ らゆ る反応が複雑な制御機構 を経 て重要な役割 を果たす可能性 を考慮

する必要がある。そこで、 ヒ ト赤血球内で起 こってい る代謝的側面か らの素反応について

網羅的 に組み込 んだシ ミュ レータ、 「ヒ ト赤血球全代謝 シミュレー タ」の構築 を試みた。

4.1ハ イ ブ リッ ドモ デ リング手 法 の 開発

しかし、ここで酵素反応速度式 やそれに付随するパ ラメーター群 の収集に限界があるこ

とが問題 とな った。ある反応が進む速度は、反応 に関わる物質(基 質、生成物、影響 因子、

反応 を触媒す る酵素な ど)の 量 に依存 し、更 に様 々な段階で、それ ぞれの物質の化学的性

質による環境か らの影響 を受ける。 この、関連する物質の量 と、酵素 ごとに固有の反応機

構 パラメー ターに従 って各 々の反応様式が決 まる,,ひ とつの酵素反応 を再現す るには、

これ ら全て の情報が必 要 となる。物 質濃度 の測定 については、CE/MS([145][146][147])

を用いた質量一斉分析手法が確立 されつつ あ り、網羅的な情報収集が視野 に入って きた

しか し、反応機構やパ ラメー ターといった酵素 の特性 につ いては、酵素精製過程の難 しさ

な どから一斉測定 とい う形態は とれず、特性 の未知な酵素は数多 く存在す る。全代謝 レベ

ルの反応数 にな ると一 つ一 つを調べるのは時間 とコス トの面か らも現実的ではない。

この問題 をシ ミュ レーシ ョンのアルゴ リズムか ら解決す る手法 として、動的/静 的ハ イ

ブ リッ ド・シ ミュ レーシ ョンアル ゴ リズムの開発、改良を筆者 らの所属する慶磨義塾大学

先端 生命科学研究所の柚木 克之氏、中山洋 一氏 らと行った。

4.1.1理 論

ここで言 う動的手法 とは、既 に述べて きた反応速度式 をは じめ とする常微分方程式で表

されるものを指す。 また、静的手法 とは、代謝工 学の分野で発表 され、発展 して きた代謝

流束法 を指 す([111])。
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代謝流 束法 によるシ ミュ レーシ ョンで は、定常状態 を仮定 したある系において、量論関

係を要素 として構成 した行列 と反応の流束分布 か ら線形 的に解 を求める。反応の量論係数

と流束分布 とい う、収 集の容易なデータのみで構築で きる反面、得 られ るのは定常状態の

流 束に関す る一一意 解のみで、動的な挙動を追 うのには適 さない。

新 たに開発、改良 したアルゴ リズム1よ 静的手法 の制御項 に、流束既知の動的 に表現 さ

れた反応を行列 と して加え、定常状態にある という仮定 の もとに解 くとい うもので ある

これ によ り、量論係数のみの情報で静的 に表現 され た反応群 の挙動が、動的表現 された部

分に従 って ダイナ ミックに変動 し、擬似 動的に振舞 う「結果的に、必要 となる酵素反応 に

関す る情報 を最 小限 に抑えた まま動的挙動 を追 う事 が可能 になる,

代謝流束 手法 を構成す る式の うち、流 入、流 出に関する項 は反応 速度式な どによる動 的

な演算結 果が 入力 され、積分計算 が行われるご とに更新 される,流 束未知の反応 に関す る

量論行列 とこの動的演算結果 があれば、 未知部分 の流 束が求 まる.ま た、演算結果 を動

的/静 的の切 り替わる境界上 にある物質 に毎回反映 させるこ とで、静的に演算 された流 束

が系全体 に 与え る影響 を考慮 できる、つま り、境界にある物 質の量 の増減 は、ある積分時

間で動的 ・静的両方の流束演算結 果によって起 こ り、 この変化が次の微分値計算時 に動的

反応 の速度決定要因 として伝播 されて い くのである。

また、動的部 分 と静的部分 の演算は同 じ数値積分のステ ップで行われるため、…意 に求

まった静的部分の流束 を幾重 にも重ね ることで、あたか も連続 な数値積分が行われ ている

よ うに見せることができると考え られる,突 き詰めれば、動的部分の演算 も常微分方程式

を数値積分す る際に積分幅で一一意 に切 り取 られている ものであるか ら、動的/静 的ハ イブ

リッ ドアルゴ リズムで構築 され たもの と完全に動的 な式で構築 された ものは、我 々の目に

は同 じよ うに映 るのではないか と考えた,

実際 の演算 を行 う際 のい くつかの間題 について、解決法 と共 に述べ る。

本手法 において静的部分 の流束 を求めるには、量論行列の逆行列 を解 く必要 があるが、逆

行列が一…意 に求 まるには、行列が正則かつ正方(こ の場 合、静的部分の反応数 と物 質の数

が同数)で あるとい う条件が成 り立 っていなければな らない、しか し、実際の細胞ではこの

条件 に当ては まらない例が大多数 を占める.そ のよ うな問題 の解法 として、代謝工学 の分

野で開発 されて きた手法 を用いることにしたc物 質数 が反応数 を上回る、over-determincd

systemと 言 われる形態 をとる場 合、解 の流束セ ッ トが多 数存在 して しまい、一意 に定 ま

らないが、 これ はMoore-Penrose型 一一般 化逆行列 を用 いて解 くのが一般 的である。 また

逆 に、反応数が物 質数 を ヒ回るケースでは、流束 を決定する条件式が不足 してお り、解空

間が生 じて しまいこれ も一意に定 まらない.こ れを解決するため、理想状態下 の流束を定

義 し、解空 間の中にあってその点 との距離が最 も近 くな る一・点(最 小 ノルム)を 解 とする

ことに した、通常、最適 化手法の一一つであ る線形計 画法 を用いるのが一般的だが、制約条
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図4ユ ニハイ ブ リッ ド手法の概念図

件や評価関数の設定が必要であり、また、規模によっては計算コストが非常に高 くなって

しまう。本手法では、毎回の数値積分で演算を行 うため、より高速な解法として最小ノル

ム解を採用 して実装した。最小ノルム解を用いた解法でも、理想状態としてのベク トルの

定義が必要であるが、何 も指定 しないと解空間の重心となる。

4.1.2精 度検 証

直線状の全ての式を一次反応式、最初のステップを零次反応 として定常状態を実現した

簡単なモデルを作 り、アルゴリズムの精度検証を行った。その結果、通常の代謝反応で想

定される速度かつ5反 応程度の規模であればほぼ完全に完全動的モデルと一致することが

わかったeそ こで次に、先に述べたEtuヒ ト赤血球シミュtz-一ションモデルの一部の

反応を動的表現から静的表現 に置き換えたハイブリッド・モデルを作成 し、従来モデルと

の比較シミュレーションを行った。上述の適用条件から、ベントースリン酸回路の5反 応

を静的表現することにした(図4、1.2)a

結果、ハイ ブリッ ド・モデルは、従来モデル とほぼ同 じ定常状態 を再現す ることがで き、

流束の誤差 は最大の もので僅 かO、0745%と いう高 い精度 であった。 また、誤差 のあった反

応は静 的部分周辺の5反 応のみで、 その他は完全に一致 した.
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図4.2:ハ イブ リッ ドモデル の静的部分に置き換えた経路

次に、 定常状態 が完全 動的 シミュレー タとほぼ完全 に一・致 したハ イブ リッ ド・モデル

を使 って.あ る物 質に摂動 を与 えた場合 の挙動 を比較 する実験 を行 った。FtuctOSbl ,O
bisphosphatc(FDP)を シミュ レーシ ョン開始か ら一定時間 に同時に3倍 に した ところ、両

者 とも摂動を吸収 して もとの定常状態 に戻 り、その挙動は極めて よく一致 していた。静的

表現 の可能な反応は、ハイブ リッ ドアルゴ リズムによって情報が減 らされ て も、すべて の

式 を動的 に記述 したもの と同等の精度が保たれ ることが裏付 けられた。

また、適用条件にあてはまらない反応を静的部分に含めた場合、どのような挙動を示す

かを観察するシミュレー一ション実験 を行った。G6PDは ベントースリン酸回路に流れ込

む流量を決定するボ トルネック酵素であり、静的表現すべきでない反応であると考えられ

るeG6PDを 含めた部分を静的に表現すると、定常を保っている間は問題がないが、ひ と

たび何 らかの刺激によって定常が崩れると,量 論係数比のみで流束が分配されなくなり、

完全動的モデルとの誤差が大きくなると予測される。

この仮説を検証するため、先ほどの5反 応にG6PDが 触媒する反応 を加えた計6反 応

を静的表現に置き換えてシミュレーションを行った。先 と同じFDPを3倍 にする摂動を

与えた結果・完全動的モデルの挙動から大きく外れることがわかウた(OP4.4)e

ひとつのボ トルネック反応がモデルの精度に大きく関わることから、静的表現する範囲

を慎重に選択することの重要性がわかる。
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図4.4:ボ トル ネック酵素 を静的部分 に含 めた場合の挙動
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4.1.3手 法適用範囲 の決定方法

ここで、ハ イブ リッ ドアルゴ リズムにおける静的表現の適 用条件 と、その判断基準につ

いて言 及 してお く

静的 部分は、周囲の動的反応の流量 と量論係数行列 に よってのみ流束が決定 される.こ

のため、それ以 外の要因が流束決定 に強 く関わ るよ うな反応は除外 しなければな らない、

例えば、非常 に迅速な反応で、基質 と生成物の比 が常 に一定 に保 たれるような平衡反応 の

場合 、平衡定数 とい う新 たな要因を考慮 しなければな らない。 主た、阻害 剤や活性 化剤

な どに よ一,て、酵素 の活性が強 い制御 を受 けている ような場 合 もこれにあたる と考え ら

れ る このような、 量論係数だ けで流束 を予測で きない反応が系 のボ トルネヅクであ り、

こういった反応に関 しては、従来 の とお り反応速度式を得て動的 に表現 しなければならな

い 、

その反応 がボ トル ネックであるか否 かの判 断のための定量的な指標 として、代謝 ■学

の分野で発展 してきた代謝制御解析(MetabolicControlAnalysis,MCA)を 用 いる ことが

で きよ うMCAと は、定常状態か、 またはその近傍 にある系 を想 定 し、その代謝 ネッ ト

ワー クにおける流束制御 を線形的かつ 定量的 に記述す る感受性解析手法であるMCA

におけ る指標 の主な もの に、物 質に摂動 を与え た時の反応速度 の応答 を示す弾力性係数

(Elasticity,EC)や 、酵素 の活性 に変化を与えた時の流束の応答 を表す代謝制御係数(Fhlx

ControlCoefficient,FCC)な どがある 一一般 に、FCCの 高い反応 はその系の流 束を決定

しやすいため、FCCを 実験 的に測定す る事が最 も理想 的であるが、実験 で酵素 の活性 を

瞬時 に変化 させる事 は非常に困難である、、そこで、物質濃度 に摂動 を与えて、その後 の流

束 を測定 して まずECを 出 し、経路 と量論 係数情報か らFCCを 算出す る方法が現実 的で

ある と考 えている、概ね この指標値 を用いて判断で きるが、例えば既 に平衡状態に達 して

いる反応な どで は、摂動 に対す る流束の変 化が小 さ くFCCは 低 いが、別の状態下ではそ

の平衡 反応が系 の流束 を決 定する要因になる、 といった例外 も想定 でき、注意 を要 する.

MctabolicControlCoe伍cientを 指 標 に 用 い る こ とが で きるか を検 証 す る ため、単 純 な試

験 モ デ ル を作 成 して 検 証 した(図4.1.3).直 線 経 路 で は、FCCとElasticityは 反 比 例 の 関

係 に あ る。

Σ窪1・01k・ 鱒 一 〇

(t旦し、Σ】窪1・o慶=1)

この関係 は代謝工学 の最 も重要 な定理 のひ とつで あ り、結 合定理 と呼ぶ。そ こで、図

4.L3のE2の パ ラメー ター と物質濃度 を定 常状 態 を保 ちつつ様 々な値に設定 して図4.1.3

のE2に 関するclasticityが 異なる5つ のモデルを作成 した。次に、E2を 静的表現 に置 き
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図4.6:Elasticity実 験 結 果

換 えたモデル を作成 し、ハイブ リッ ドモデル と動的 モデルの挙動 を比較 した。

その結果、ハ イブ リッ ドモデルに最 も近 い挙動 を示 すのはelasticityの 高 い順 にモデル

E>モ デルD>モ デルC>モ デルB>モ デルAと なることがわか った。

(図4.1.3)

この結果か ら、少な くとも直線の経路に関 してはelasticityや それか ら算出され るFCC

が静的表現可能 な反応 の識別に有効で あると言 える。

また、この他、静的部分への適用条件 として、そこに含 まれる反応数の問題が挙 げ られ

る。通常、ある酵素が触媒す る反応 では、一連 の酵素反応が起 こる速度が決 まってお り、

段階 を経 て影響が伝播 されてい く。 しか し、静的表現 した部分の流束 は、毎積分時間ごと

に周囲の動的流 束か ら演算 されて更新 されるため、静的部分 に含 まれ る反応が多 くなると

反応 にかかる時間遅延 を無視できず、誤差 が大 き くなる。 しか し、同時に複数の静 的部分

を動かす事 は可能 であるため、静的部分 を分割 して表現す ることで対処 し得 るであろ う。
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以上の事か ら、ハ イブ リッ ドアルゴ リズムを用 いてシ ミュ レー タを構築す る際 静的表

現 の適用が可能 な反応 の条件 は、'流 束の分配 が、量論係数 の比 に従 って起 こる反応であ

り、'ひ とつの静的部分内 に含 まれ るのは、反応 時間 の考慮 を必要 としない程度 の反応数

であることがわかる。

FCCの 高い酵素、 ボ トルネ ックの酵素 をどの ように 見分 けるか、 また、 それ ら静的表

現で きない反応 と予 測 され た酵素 のアッセイをどのよ うに行 ってい くかは今後更なる議論

を要する問題である。分岐が ある場 合のFCCを 各 々の反応 のelasticityか ら算 出する手

法 も提 唱 されている([49][76])。 これ らの手法 と物質量 の測定、代謝流 束の測定実験 な ど

を組み合わせて網羅的なFCC測 定 を行 う必要 もある と考え られる。

4.2赤 血球内の代謝経路に関する調査

成熟赤血球細胞は高度 に分化 して、核、 ミトコ ン ドリア、 リボ ソームなどの細胞小器官

を欠いてお り、代謝の様式 は非常に特異である。 また、効率 よ く酸素 と二酸化炭素 の変換

を行 うために独特の円盤型 の形状 を とることか ら、 生産 されたエ ネルギーの使 い途 も他

の細胞 と異 なる場合 が多 い。 しか し、主要代謝系 ごとに まとめた文献 は存在す るが、赤血

球全代謝経路 を総括 した経路図は存在 しないため、これ を作成する必要がある。経路 を決

定するにあたっては、代謝マ ヅプや各種酵素 データベースなどを用いるが、その経路が赤

血球細胞に存在す るか否か、あるいは機能 を果 たす だけの活性が存在す るか否か を判断 し

なければな らず、充分 な注意 が必要である。例えば、赤血球で は細胞分裂、核酸 タンパ

ク、脂質の生合成は行われてお らず、TCAサ イ クルや電子伝達系 も働いていない。また、

2,3DPGshuntの ような赤血球に特異的に存在す る経路 もある。 この経路は、解糖系 の中

間代謝物質である3PGや1,3DPGの リン酸基 の配位 を利 用 して2,3DPGを 産生する経路

である。 また、生物種 によって も赤血球細胞の性 質が大 きく異なるため、 ヒ ト赤血球 に特

化 した代謝経路 を判別することは困難な作業で ある。赤血球 だけに特化 された経路につい

て注 目する ことも興味深 い示唆 を得 られ る。

まず赤血球に特化 して書かれ た本や論文か ら確実に赤血球細胞 に存在す る主要経路 を導

きだし、代謝 マ ップで該 当す る部分 を調べる,従 来モデルの経路に含 まれていない部 分 を

発 見 した場合 は、酵素 デー タベースやPubMed論 文検索 シ ステム、文献な どを用いて赤

血球細胞 に含 まれるか、 また機能 してい るか否か を判断 し、付 け足 して行 くとい う方法 で

赤血球内代謝経路 についての調査 を行った 次 に、代謝マ ップを用いて網羅的に代謝経路

を調査 した。

ここでは、 まずその系 自体が機能 して いるかを判断する必要がある「そ こで、反応物質

名、酵素名 をキーワー ドとして論文検索 し、赤血球に存在すると判明 した場合、その物質、

酵素 を中心 として再度範囲 を拡 げて検索す る、 とい うことを繰 りかえ した(表4,1,4.2).
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図4.7=ヒ ト赤血球全代謝マ ップ

その際に酵素や副経路の機能を調べ、主要経路に関連の深い系を優先的に検索を進め

た.ま た、実際にこれらの経路をモデル化する際、視覚的な把握は不可欠であると考え、

反応経路図を作成 した(図4.7)。
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Ellzyme ECNumber

1 つ〆-ghltarllyltrallSferase 2.3.2.2

2 つ・-9hltalllylcyclotransfcrase 2.3.2.4

3 5-oxoprolinase 3.5.2.9

4 cysteiIlylglycillcdipcptidasc 3.4.11.2

5 玉lethiollilleadellosvltrallsferasc
げ

2.5.上6

G Cystathionineβ 一syIlthase 4.2.1.22

7 5-IIlethyltetrah)・drofolate..honlocystcineS-nlethyltraIlsferase 2.1.1.13

8 八{ctlliollineS-IIlcthyltralls長 〕rase 2.1.1.12

9 AIIlillollleth、yltransf6rase 2.1.2.1{}

10 西lethylenetetrahydrofolatedellydrogellase 1.5.1,5

11 へletlleny玉tetrahydrofdatecyclohydroiasc 3.5.4.9

12 5き10-Illetllylenetetrahydrofolatereductase 1.7.99.5

13 FormyltctrahydrofblatedcfbrIIlylase 3.5.1.10

14 Dihvdrofolatcrc〔iuctase
レ 1.5.L3

15 Thylllidylatcsyllthase 2.1.1.45

16 GlutamateforIIlir【1illotrallsfbrase 2,1.2,5

17 Adellosylhomoc}・steiIlasc 3.3.1.1

18 Betaille-homocvsteilleS-mcthvltransferase風∫" 2.1.1.5

!9 Cystathionineツ ーlyase 4.4.1ユ

20 Phosphogluconlutasc 5.4.2.2

21 UDP-glucosc.hexosc-1-phosphateuridyltrallsferaBe 2.7.7.12

表4.1:哺 乳類の赤血球 で活性 の確認 されている酵素1

赤血球か ら精製 した酵素 を用いた酵素学的研究 な どか ら、哺乳類の成熟赤血球 で活性 が

あることが確 認で きた反応は表4ユ,4.2の 反応であるs
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Enzyme ECNumber

22 Galactokinasc 2.7.1.6

23 UDP-glucosc6-dehydrogenase 1.1.1.22

24 Glucuronatcrcductase 1.1.1.19

25 L-gulonatc3-dehydrogenase 1.1.1.45

26 Dehydro-Lgulonatedecarboxylase 4.1.1.34

27 Glucuronatc-1-phosphateuridyltransferasc 2.7.7.44

28 Glucuronokinasc 2.7.1.43

29 UDP-glucosc4-epimerasc 5,L32

30 UTP-glucose-1-phosphateuridylyltransferasc 2.7.7.9

31 L-xylulosercductase 1.1.1,ユ0

32 D-xylusosereductasc 1,1.1.9

33 Xylulokinasc 2.7.1.17

34 N工alatedehydrogenase 1.1,1.37

35 Phosphocnolpyruvatccarboxykinasc 4.1.L49

36 Pyruvatccarboxykinase 6.4.1.1

37 Malatedchydrogenase(decarboxylating) 1.1.1.39

38 Mannosc-6-phosphateisomerase 5,3,1.8

39 Mannokinase 2.7.1.7

40 Purine-nuclcosidephosphorylasc 2.4.2.1

41 IMPdchydrogcnasc 1.1.L205

42 5,-nucleotidase 3.1.3.5

43 GMPrcductase 1.7.1.7

44 GMPsynthase 6.3.5.2

45 Hypoxanthinephosphoryltransf6ra暉e 2.4.2.8

46 Aldehydereductase 1.1,121

47 L-iditol2-dchydrogcnasc 1.1.1.14

48 Fructokinase 2.7.1.4

49 Nicotinate-nucleotideadenylyltransfbrase 2,7.7.18

50 Nlcotinatcphosphoribosyltransfbrasc 2.4,2,11

51 Nicotinamidephosphoribosyltrallsferase 2.4。2.12

52 Nicotinamide-nuclcotideadenylyltrallsfbrase 2.7.7.1

53 Nicotinanlidase 3.5.1.19

54 NADnucleosidase 3.2.2.5

55 NADsynthase 6、3.5.1

56 Guanincdcaminase 3.5.4,3

表4.2: 哺乳類の赤血球で活性の確認されている酵素2
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表4.3:細 胞内代謝物 質濃度

Substance CytoplasmConc.Referencc

Folatc 726土327nmol/1 [121】

Homocysteine 7.9±3.2μmol/1 [121]
Fructose 20μrnol/ml [121
GDP 5.88±0.64nmol/ml [83]
GTP 58.4=と10.5nn=}ol/ml [831
IMP 2.62士029nrnol/lnl [83]
SAM 680.7十30.9nM [104]

SAH 1.3土0.5μrnol/1 [351
Gal1P 0.2μM [60】

UDP-galactose 26pM [60]
UDP-glucose 0.2μM [60]
Methionine 27±4μM [122】

Serinc 211psmot/1 [103]
Galactose 0.43土020mol/亘 [151]
Guanosinc 02μmol/1012RBσ [1521
Guanine 93μM [58}
NAMN 323±35nη ・iol/m9 [123]
Xanthosine 60.3μM CE/MS

Xanthine 0.193μmol/ml [124/
M6P 2.83rrll,VI [601

次に、動的部分のシミュレーションを行う際に不可欠な初期物質濃度を決定するため

に、動的反応の基質または生成物 となっている代謝物質の赤血球内濃度の調査を行 った、

将来的には、CE/MSに よる網羅的な代謝物質濃度測定が望まれるが、ここでは文献から

得られた以下の値を暫定的に代入した(表43)c

また、これまでに新たに判明 した赤血球代謝経路を挙げ、従来の主要代謝経路 との関係

性、系の中で果たす役割を述べる.

tl-glUtamyl-CyCle

グル タチオ ン代謝 の副経路である。GSH合 成 に必要なア ミノ酸 を代謝産物 とし、 グル

タチオ ン代謝 と共に環状サ イ クル を作 っている.

55



ascorbetemetabolism

GSHがGSSGに 代謝 される反応 を利 用 してdehydroascorbicacid(DHA)をascor-

bate(ASC)に 代謝する。 この活性 を利用 した細胞内酸化 ス トレス除去が注 目されている。

DHAは 細胞外か ら供給 され てお り、ASC細 胞外へ輸送 されている。

fructosemetabolism

fructoseを 代 謝 して 解 糖 系 に 入 る。 その際 、ATPを 消 費 す るc

galactosemetabolism

galactoscか らUDP代 謝 を介 してglucose-6-phosphate(G6P)と な り、 解 糖 系 に 入 る.

galactokinase、galacto9.e-1-phosphouridyltransferaseは 先 天性 酵 素 異 常 が 報 告 され て お

り、特 に前 者 は 日本 に お い て発 見 され た。

91uconeogenesis

G6Pか らglucoscへ 、fructosc-1,6bisphosphate(FDP)か らfructose6phosphate(F6P)

へ の 反 応 を ま と め て 、 糖 新 生 と し て 表 現 し た 。

glucosaminemetabolism

糖 ヌ ク レオ チ ドの 代 謝 に関 与 す る。glucosamineを 介 して解 糖 系 に繋 が って お り、 その

過 程 でglutamatcを 代 謝 す る。 ま た、経 路 の途 中 でphosphoenolpyruvatc(PEP)を 代 謝

してお り、 糖 代 謝 にお け る主経 路 の 影 響 を大 き く受 け る こ とが予 測 され る

glUtamineCyCle

glutamatc⇔glutaminc間 の 反 応 。

mannosemetabolism

mannoseを 代 謝 して 、F6Pと して 解糖 系 に入 る。
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91ycogencycle

glycogc11か らglycose-1-phosphateを 経 て解 糖 系 に入 る サ イ クルで あ る。UDPglucosc

を 代 謝 す る 反応 をTouster回 路 と共有 して い る。

sorbitolmetabolism(Polyolpathway)

glucoscをfmctoseに 代謝す る.補 酵素 としてNADを 要する,,過 度 の糖 分を摂取する

と、普段活性 の低 いアル ドース還元酵素 の活性 が急 激に上 昇 し、 グル コー スか らソル ビ

トールを産生す る,し か し、 ポ リオール代謝異常 ではsorbitolか らfructoseへ の反応が

追 い付かず、sorbitolの 蓄積が起 こる.sorbitolは 細胞外への輸送がで きないため、赤血

球細胞内の浸透圧が土昇 し、水分が細胞内に流 れ込んで膨潤 をきたす。糖尿病患者 の赤血

球 にsorbitol値 が高 いのは このためで、赤血球の形状維持 に深刻な影響 を及 ぼす.

thiaminemetabolism

pyrimidine経 路 に密 接 に 関わ り、thiamineか らTTPを 生 じる過 程 で2モ ル のATPを

ADPと す る.

fblate・cysteine・methioninemetabolism

folateは 葉酸 と呼ばれる、p-aminobenzoicacidお よびglutalnate(グ ル タミン酸)か ら成

るビタミンで ある。葉酸 欠損症では溶血 をおこす ことが知 られているtま た、VitaminB12

欠損 に伴 う巨赤芽球性貧血では葉酸 を投与す ることによ り症状 が改善する。葉酸、システ

イン、 メチオニンの代謝は相互 の関わ りが深 く、生理的機能 としては主に4つ の特徴 を持

つ([156]),

1.histidine(ヒ ス チ ジ ン)分 解 にお いて、formiminoglutamate(FIGIu)か らformimino基

を奪 い、glutanlateを 生 じる

2.dUMP→dTMPの 反 応 を促 進 す る

3.serine(セ リ ン)か らヒ ドロキ シ メチ ル 基 を奪 い、glycinc(グ リ シ ン)を 生 じる

4.VitaminB12と 共 にhomocysteineに メ チ ル 基 を付加 してmethionineを 生 じる

prolinemetabolism

prolincに 関 与 す る酵素 と してpyrrolinc-5-carboxylatcrcductaseが 唯 一 赤 血 球 中 に存

在 す る 。本 酵 素 の活 性 上 昇 は補 酵 素 と して 用 い るNADPH、NADPの 量 に影 響 を与 え 、

結 果 的 に ペ ン トー ス リン酸 回路 を著 し く活 性 化 させ る こ とが 判 明 して い る.ま た、 生体 内
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では気 質であるpyrrolinc-5-carboxylateと 生成物であ るprolineが 肝臓 か ら供給 されて

いる可能性が指摘 されてお り、臓器間の代謝調節 とい う新 しい観点か らも注 目すべ き経路

である と考 えて いる。

purinemetabolism

ATPやGTPを 産 生 す る。guaninc、guanosineに 関 与 す るpurinenucleotidephos-

phorylasc(PNP)の 欠 損 症 で は 巨赤 芽 球性 貧血 を呈 す る。 また 、既 に反 応速 度 論 に よる モ

デ リン グが され て い るadenosinedeaminase(ADA)、adenylatekinase(AK)異 常 症 が 広

く知 られ て お り、前 者 に つ い ては 多 くの解 析 がな され て い るが 、後 者 につ い て の詳 細 は 明

らか に な って い な い。 一 部 サ ル ベ ー ジ 経 路 につ い て は主 経 路 と してす で に モ デ リン グ さ

れ て い る。

pyrimidinemetabolism

glutamineか らortateを 経 てuridine-5'-monophoaphate(UMP)を 産 生す るcこ のUMP

合 成 に 関わ る2種 の酵 素 欠損症 例が報 告 されて い る。また、pyrimidinc-5'-nucleetidase(P5N)

欠 損 症 も報 告 され て い る。CTP、UTPの 蓄 積 が ペ ン トー ス リン酸 回路 を阻害 して溶 血症

状 を呈 す る とされ て い るが 、 明 らかで は な い([i531).

tOUster(urOnate)CyCle

giucoscの 代替物 として臨床現場 で用 い られるxylitolを 代謝する。glucoseのC6を 脱

炭酸 してCsと し、ペ ン トース リン酸回路に入る。 この回路で は、糖が リン酸化 を受 けず

に代謝 される点で他の主経路 とは大 き く異 なる。 また、系全体への影響 として、NADPH

の消費 とNADPの 供給が挙 げ られ る。 この回路 でキシ リ トールが代謝 され るが、キシ リ

トールは赤血球内に能動的に輸送 されていることがわかって いる。 また、G6PD欠 損症患

者にキシ リトール を投与す ることで症状 が改善するこ とが報告 されている([4],{83],[96])。

これ はNADPH量 をこの回路が調節 して いるため と考 え られるが、詳細 はわか っていな

い。 その輸送動態 に関 しても研究 例は非常 に少な くないのが現状 である。

pyrimidinenucleotidemetabolism

様 々な経路 において補酵素 として用い られるNADを 産生す る。 トリプ トファンか ら合

成 され る経路であ り、葉酸代謝経路 ともつながって いるところが興味深い。
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4.3副 経路の動的表現

4.3.1ア ミノ酸 の膜 輸 送 動 態

アミノ酸の多 くは赤血球細 胞に受動的 に輸送 され ることがわかっている。その輸送動態

は大き くわけて、細 胞内外のナ トリウムイオ ン(Na+)濃 度 に依存 した受動輸送 で取 り込

まれ るもの と、それ とは独立 に受動輸送 される ものにわかれ ることがわか っている、前者

は、MichaelisMenten型 の式 に拡散項(拡 散定数:Kd)を 加 えて表現 される。後者は単純

なMichaelig.Menten型 の式で表 され る。そ こで、ア ミノ酸輸送動態 を系への流入流 束 と

して動的 に表現 した。使 用 したパ ラメー タは以下の通 りである([25】,[46],[32】1[130])。

cquation1:

・一 妥響 禺+κd[Sl

ア ミノ酸 Km(mM)(37度) Vmax(mMmin　 1>Kd(minr1)

G正ycine(Gly)

Serine(Ser)

Alanine(Ala)

Cystcine(Cys)

L-Lysinc(Lys)

Arginine(Arg)

0.06

0.3

0.22,0.4

0.027

0.068

0.057

0.9

8.3

7

0.00217

0.00817

0.OO667

2,3x正0-3

3.2x10-3

6.8×10-3

0,01516

6.7×10-3

4.83×10-3

equatior12;

・に 辮

ア ミノ酸 Km(lnM)(37度) Vmax(mMmin-1)

Methionine(Met)

Threonine(Thr)

Tryptophan(Trp)

D-Lcucinc(D-LCI1)

L-LeUcine(■-Leu)

Phenylalanine

Valinc(Val)

52

0.09

L6

19

5.8

2.9

7.1

3.5

12

3.55

1.98

690

560

4.3.2糖 類 の輸 送

赤血 球の解糖系で はグル コー スが唯 一の出発物 質 とな る.そ のため、膜状 のBandタ

ンパ クを介 して インシュ リン非 依存性 に グル コース を活発 に取 り込んで いるが、 それ以

外の糖 につ いて も同 じBand3タ ンパ クを通 して細胞 内に輸送 していることがわ かって い
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る。 フル ク トー スは フル ク トー ス6リ ン酸(F6P)と な り、 マ ン ノー ス もマ ンノー ス6リ ン

酸(M6P)を 経 てF6Pと な って解 糖 系 に 入 る。 また 、 ガ ラ ク トー スは グル コ ー ス1リ ン酸

(GIP)か らG6Pと な って解 糖 系 に入 る もの と、Toustcr回 路 に 入 る もの が あ る。

糖 の輸送は ミカエ リスメンテ ン式で近似 で きる とい うこ と、 また、 各糖 のVmaxは 同

程度である ことが広 く知 られている([154D。 実際の反応 はBand3の 構造変化を伴 って非

常 に複雑なモデルがたて られているが([75])、 今回 は系への入力としての流入速度 のみが

必要であるため、パ ラメー タが比較的揃いやす いミカエ リス メンテ ン式 を採 用 し、文献調

査 を行 った。

以下 に、初期値 として設定 した血漿 中の糖の濃度 とミカエ リス定数 を示す。

糖 PlasmaConc.(μM)Km(mM)Vmax(μM/h) Rcf.

Glucose5.4×103-7.3x103 1.5 500 [9],[22】,[91],[99}

Mannose 39」=12 1.5 500 [91,[22},[911
Galactose 0.9±0.5 7.5 500 [91,[22],[126}
Fructose 31士20 12 500 [9],[22],[91],[99]

4.3.3そ の他の動 的表現部分

葉 酸 、 シ ス テ イ ン代 謝 に 関 わ るMethionineS-methyltransferaseは 、 生 成 物 で あ る

SAH(S-adenosyl-L-homocysteinc)の 強 い阻 害 を受 け る。 阻害 様 式 は 、SAMと の 競 合 阻

害(competitivcinhibition)で あ る。

Vmax[s]
v;
Km(1+殿)+[s]

Enzyme KmSAM VIIlax KiSAH(μM) Ref

MethionineS-methyltransferase1,78μM420皿ioliniI)-

SAM→SAH/mgprotein

1、6μM [35],[27]
[14]

*Abbrevatiollused:SAM(S-adenosyl-L-lnethionine)

メチ オ ニ ンか らSAMを 生 成 す る反 応 を触 媒 す るMethionineadcnosyltransferaseは 、

生成 物 で あ るSAMの 阻 害 を受 け る。 こ の阻 害 は メチ オ ニ ン(Met)に 対 す る 非競 合 阻害

(uncompctitivc)で あ る。 メ チオ ニ ンとATPに 関 す るKmとVmax、 阻 害 定 数 を得 て 以

下 の式 で表 現 した。

v-Vmax(論XK講ll・ ・1)
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EIIzy111e KIIIMetKIllATPKiSAMVmaxRef

(Lt.IN・1)(μINI)(μ 塾》1)(nlNfmin-1)

Methionineadeno.syl-2.2±0.6

trallsferase

ATP十Met-→Pi十PPi十SAM

450土1302.9 15.6 [35]

以 下 の表 に示 す2基 質 反応 につ いて は、それ ぞれ の基 質 に対 す るKmとVIIIaxの パ ラ メー

タが 得 られ た た め、以 下の 式で 表現 した。Galactokinascは ガ ラ ク トー ス代謝経 路 の律 速酵

素 で あ る.但 し、Cystathionineβ 一synthaseに つ い て は ヒ トの肝 臓 、5-methyltetrahydro-

fblat.e-honx)cystcilleS-methyltrallsferaseに つ い ては ラ ッ トの肝臓 のデ ー タを用 いて い る.

・-v-([s1]K
msl+[Sl])(k'。 、豊 畢[、、])

Enzylne Km(IuM) Vlrlax Ref

Cy9.tathionine'iヲ ーsynthase

Ser十HomoCvs→Cvstathionine

L15(Ser)

0.59〔HCy)

160(Ullits

/mgprotein)
[21]

(}alaCtOkinaSe

Gal十ATP→GallP十ADP

0.125(Gal>
O.225(ATP)

150(Illullits/

nlgproteiIl)
[7】

[10]

IMPdehydrQgenase

IMP十NAD→

XMP+NADH

02(IMP)
0.1(NAD)

85(pmol/
h/niEsFHb)

[125]

Nicotinat,e.nucleotide

adeIlylyltrallsferase

NAMN+ATP→NAAD十PPi

0.139(NAMN)
0.495(ATP)

550(i11nol/
h/gHb)

[7ヱ],[105]

[74]

NicotinatephosPho-ribosyltrallsferase

NA十PRPP→NAMN十PPi

1.2×10一(NA)

0.128(PRPP)

028(μInol/

h/9Hb)

〔47],[85]

[71】,[105]

[132],[56]

Nicotinamidephospho-

ribosvltransferase

NM十PRPP-→NMN十PPi

1.3×10-(NM)

5.4×10-4(PRPP)

15(nmol/
h/gHb)

[71],[105]
[80]

rS'icotinamide.nucleotide

adellVIVItraliS釦raSe

NMN十ATP→NAD十PPi

O.303(NMN)
0,103(ATP)

396(1111101/
h/gHb)

[71],[105]
[74],[84]

5-IIlethyltetrahy(iro-fo玉ate-

holllocysteiIleS-Illetl1き ・ltransferase

nlethvlTHF十HomoCvs-THF十Met

75xlO-(Inethyl-
THF)
1.7xlO-3(HomoCys)

L75(pamol/
nlill/Illg

proteill)

[1⑪司

*AbbrevatioIlused:Gal1P(Galactose1 -phosphate) 、XMP(Xallthosille5'-phosphate),NAMN(NicotiIlate

ribollucleotide),NAAD(1)eamido-NAD),]NA(Nicotillate)、NM(Nicotillamide),NMN(Nicotillarllide

D・-ribonucleetide),HomoCys(Homocysteine),THF(tetrahydrofolate)

「ひ=
⊥
㎞藷

　1+轟+綜
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Enzyme Km(mM) kcatfkcatr

(s-1)(s'1)

Ref

Phosphoglucomutase

GIP≠G6P

0.077(GIP)

0.449(G6P)

243 80,9 [36]う[60]

[43/,[44]

Mannose-6-phosphateisomerase

M6P〒 全F6P

1.3(M6P)

1.34(F6P)

800 800 [60]

Purine,nucleosidephosphorylaseO.425(Xanthine)12、485.04

Xanthine十RIP#Xanthosine十Pi1.6(Xanthosine)

[140]

NISS-N2P、Pv
=DIS

I十D2S2十D3P1十 」D4、P2十DsSIS2十D6PlP:～ 十D7S2P2十D8SIPl

D1;klk3(k6+k7)

D2=k5k7(た2十k3)

D3=励4(k6+ic7)

D4;h6ks(k2十k3)

D5=kllじ5(κ3十1ご7)

D6=二k4ks(k2十k6)

D7=k5ks(k2十k3)

P8=厭4(k6+k7)

N1=klk3k5k7N『2=k2k4k6ks

EIlzyme Parameter Ref

UDP-glucose-hexose-1-phosphate

uridyltransferase

UDP-glucosc十Gal1P≠

UDP-galactosc十GIP

kl=7.58×105、M-1srl

k4==8.75×105、M-15-1

ks二3.96×IOsM-lsHl

k8==8.73×105、M-1s-1

k2=100s-1,k3=1508-1

κ6=1105-1,k7=113s-1

[601,[30】

[43],[44】

!Vl51S2-1V2」Pl.P2η==

XytutoseRe血ctase。d

Xylu)oseReductaserd=

k5(kdl十Slk1)D1十SiS2klk2D2十plp2kd4kd5D3十SIPlklkd2kd3kd4十

S2P2k2k3k4kd5十SIS2Plklk2kd4(k3+kd3)十S2PIP2k2kd4kd5(k3十kd3)
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Enzymc Parameter Ref

L-xylusosereductase

Xylitol十NADP≠

L-xylulose十NADPH

kl=12×108M-18-1,鳶2=174s-1

k3==89s-1,k4=0.838-1

k5=22⑪M-1s-1,た6=25sTl

k7=130s-1,ks=0.60s-1

kg-1.0×IO6s-1,klo=5×IO6M-15-1

た11==0.23s-1,k12=150s-1

k13==6238-1,k14=2.0×108M-15-1

[901

kk2k5ユ5一 たdkdkdl,PP'v=

kdlk3+kliC3Sl+k2k3S2+kdlkd2pl+kdlkd3・P2+klk2SIS2+klkd2SIP1+fO2kd3S2P2+hd2kd3PIP2

Enzyme Paramcter Ref

Purine-n・ucleosidephosphorylase

Guanosine十Pi≠Guanine十RIP

k1=1510M-18『1,k2==5,11ノ しf-15-1

k3=0.55M「 皿18-1,kd1==0.151.M-18-1

kd2=3840M--15　 1,kd3=519i㌧4-1s-1

[72]

[23]

P7]

以上 をハイブ リッ ドモデルの動的部分 として表現 し、他の反応 をハ イブ リッ ドの静的部

分 として表現て ヒ ト赤血球全代謝プロ トタイブモデルを構築 した。
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第5章 本研究の展開 ・展望

動的/静 的ハ イブ リッ ド手法 を用いて構築 した ヒ ト赤血球 全代謝 シミュ レーシ ョンモデ

ルのプロ トタイプモデルが完成 した.今 後 は、CE/MSに よる細胞内代謝物 質濃度の実測

値 と比較 し、シミュ レーシ ョンモデルの修正や、様 々な状況下で活性化 され る経路の予測

な どを行 ってい く。

例 えば、次の ような実験が考え られる。

・ ア ミノ基や炭素基 にCE/MSで 判別が可能な標識 を施 し、 その物 質を含む溶液に赤

血球 を浸 して一定 時間後 の代謝物 質量 を測る。

この実験に よって、細胞膜 を透過 して流 入、 または流 出 した物質 を特定 し、更にそ

れ らの物質が代謝 される経路 を知ることが可能 になる。これによって、全代謝 シ ミュ

レーシ ョンモデルに不足 している経路情報 を追加 することができる。

・ 様 々な濃度に設定 したグルコース溶液に浸 した後 の赤血球 内の代謝物質濃度 を測定

する。

この実測結果 とシ ミュ レー シ ョン結果 を比較す ることで、異常条件 下で活性化 され

る代謝経路の予 測 を行 うこ とがで きる可能性 がある。

・ 酸素分圧 を様 々に変化 させ た赤血球 の代謝物 質濃度 を測定す る.

赤血球 は非常に効率 よ くかつ高速 に酸素 を取 り込み、抹消組織 に分配す ることが知

られている。その働 きの大部分をヘモ グロビンが担 っているが、一部 の代謝物質が

ヘモ グロビ ン酸素親和性 を巧みに調節 して いる。 また、ヘモ グロビンの状態に よっ

て代謝の挙動 自体が大き く変化す る可能 性が本研究中で示唆 された(第22章 参照)。

しか し、酸素分圧(ヘ モ グロ ビンの状態)と 代謝状態 を関連づ け、生体 内の酸素運搬

能 における代謝の役割 を説明 した研究は これ まで行われて こなか った.酸 素分圧 を

加味 したシ ミュ レーシ ョンモデルを構築 し、CE/MSの 結 果 と比較す ることで、ヘ

モ グロビンの状態の変化が実際の代謝 にどのよ うに関係 してい くのか を知 る手がか

りになる と考 え られ る。

酸素分圧 と代謝 の関係について少 し触れたが、現在、慶磨義塾大学医学部医化学研究室

と共同でガス代謝 を勘案 したシ ミュ レーシ ョンモデルの構築が全代謝モデル構築 と並行 し

て進め られて いる。以下、現在構築中のモデルの概要 とそこか ら得 られた知 見について述

べる。
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5.1酸 素飽和曲線の実装

まず、酸素分圧によるヘモ グロ ビンの酸素飽和度の変 化を考慮に入れ るため、Hiii式 を

拡張 したヘモ グロビンの酸素度予測 モデル([141])をE-C肌Systcl11に 実装 した.こ のモ

デルの特徴は、一二酸化炭素分子(CO2)と 、酸素分子(02)の 競 合を考慮 したモデルになっ

ている ことである また、2.3DPG濃 度に よる飽和度の変化 も考慮 されてい る.

SHbO2は ヘモ グロビン飽和度 を示 し、HbO2は 酸素結 合ヘモグロビン、Hbは ヘモ グロ

ビンの総 量 を表す、

SHb・2-〔'綿2L讐 瑠 親 η[・2}n

」F～⊂∬ib(フ2=

Ck'6[CO・(1・i;,;ilil'{'i)+(1+鐸))

K4一 κ ぎ(〔Fト【H†})nl([階)「t2([毒i劉1)n3(朶)n4

κ欄C・ ・」〔1斗)+(1+署))
6

nl=6.775十2.0372pH十 一〇.1235pH2

n2=-0.008765十 〇.OOO86pco2十6.3×10-7Pgo2

n3=0.2583十28、6978[2,3DPG]-917。69[ヱ)PG]2

n4;1.6914十 〇.0618T十 〇.OOO48T2

[X]sは 、標準的な状態 での濃度 を示 している。[H+]sはpH=724、[CO21sは 二酸 化

炭素分圧Pco2-40mmHgに 設定 した時 の濃度 を用 いている,従 って、以 下のよ うに書

き換 えることができる.

K4-K4'(57絆))n1(0'〒 謝'))T`2(灘 瑞})γ噛7巴4

これ まで構築 して きた代謝モデルでは温度やpHを 固定 していたが、 ここではpHを

7.2か ら7.6に(図5.1-A)、2,3DPG濃 度 を6.7mMと その約半分の3.35mptlに(図5.1-B)、

二酸化炭素分圧 を40,50,80Torr(図5.1-C)、 温度 を35,37,39度(図5.1-D)に それ ぞれ設定

し、酸素分圧が0か ら100Torrま での酸素飽和度 をプロ ッ トした。

pHの 小 さな上昇 と温度の下降 が飽和度 を急激 に上 げる ことか ら、pHや 細胞 内温度の

安定性 を守 る機構が厳重 になっているの もうなず ける。

2,3DPGの 他にATPやADPと いった物質がヘモグロビンのアロステ リを変える働 き

を持 つ ことがわか ってい る。今後 これ らの物 質が与え る影響について も調査 を行 う,
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図5.1:E-C肌System上 に再現 した酸素飽和度 の変化

52膜 タンパクBand3と 代謝の関連の実装

近年、酸素/還 元ヘモ グロビンの状態の違 いに よって代謝の状態が変化する様子 を赤血球

細胞膜 タンパ クであるBand3の 機能 と関連づけて説明 した研究が発表 されつつある([97],

[143],[144])。

Band3は ヘモ グロビンと結合す る ドメインを持 ち、 その結合定数は還 元ヘモグロビン

(deoxyhemoglobin)が 酸素ヘモ グロビン(oxyhemoglobin)の100倍 も高 いこ とがわか って

いる([37D。 低酸素状態 の赤血球では、 よ り多 くのヘモ グロビンが膜 に結合 して存在 して

いるこ とになる。

また、ヘモ グロビン と同じ部位 に解糖系 の酵素であるPFKが 結合 し、ヘモ グロビンと

Band3の 結合部位 を取 り合 うことがわかった([40],[45D。 更に、Band3と 結合 した酵素 は

活性 をほぼ完全 に失 うこともわか ってい る。その後のLowら の調査に よ り、同 じく解糖

系の酵素 であるALDやGAPDH、LDHもPFKと 同様にBand3に 結合 し、ヘモ グロ

ビンと競合 しあ うこ とがわかった([48],{57】,[142D。

高酸素状態ではBand3に 解糖系酵素が多く結合して解糖系の活性が下が り、逆に低酸

素状態ではBand3が デオキシヘモグロビン に占有 されて解糖系酵素が放出され、解糖
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KawithBand3valuc(/M)Ref

ヘモ グロ ビン

deoxyhcnloglobin

oxyhemoglobin

10000

100

囲

[37】

解糖系酵素

PFK

ALD

GAPDH

5000000[40],[45]

1000000[142]

2000000[142】

表5.1:Band3タ ンパ クとヘモ グロ ビン/解 糖系酵素 の結 合定数

系が活性化 され るので はないか とい う仮説が立て られ、Messanaら によって検証 された

([97])。結果、高酸素状態で はペ ン トース リン酸回路 の活性が低酸素状態 の約2倍 に まで

上昇する ことがわかった。これは、解糖系活性 が低下 した分がペ ン トース リン酸回路に流

れ込 んだもの と考え られ る。

ペン トース リン酸回路 の生成物であるNADPHやCO2が 多 く放 出され、GSHの 増加

な どによって細胞 の状態に何 らかの変 化を与える可能性があるが、実際にこれ らの現象が

生体内で どのような役割 を果 た しているのかにつ いてはわかって いな い。

そこで、E-C皿 ヒ ト赤血球シ ミュ レータ上でBand3と ヘモ グロ ビンの結合、 またそれ

に競合す る解糖系酵素 の結合 を表現する ことを試 みて いる。結合定数な どを簡単に操作す

ることがで き、 また、同時に起 こって いる周辺の代謝反応 に与える影響 も勘案 しつつ 目的

の反応 を時系列で予測する ことが可能である。

マ グネシ ウム複合体の計算 と同様に結合定数 を用 いて表現 している(表5ユ)。

5.3E-CEXLヒ ト赤 血 球 シ ミ ュ レー タ の応 用

全代謝反応を網羅 し、更にガスの代謝機能や膜 との連関を実装 したE-C肌 赤血球シミュ

レータを用いて今後様々な場面での応用を考えている。

応用の具体例として人工酸素運搬体の設計が挙げられる。人工酸素運搬体の利点 とし

て、細胞膜がなく血液型に依存 しないことやウィルスの検査を厳重に行えることなどがあ

り、災害など緊急時における実用化が強 く望まれている,し か し、保存血液から作成する

場合、ウィルス除去の段階で多 くの酵素が取 り除かれてしまっており、代謝が正常に機能

しないために生体内での寿命が非常に短いという問題点がある。また、前章までに述べた

ような膜 との連関が酸素の運搬に何らかの重要な役割を果たしているとすれば、臨床応用
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ではそれ らの機能 を持 たない事 の問題点 も多 く出て くる もの と思われる。

この ような 可能性 をシミュ レーシ ョンモデルで検証 し、運搬体 の設計に還元する という

サ イクル を繰 り返す ことで臨床応用に向けた知見の蓄積を加速 させ ることが可能 になると

考えている。

また、ヘモ グロビンの酸素飽和度にはかな りの個人差 があることが知 られ ているが、患

者 ごとの酸素飽和度 に関するデー タをシミュ レーシ ョンモデルに反映 させ、 よ り効果的な

薬の種類や投与量 な どを予測す る、 いわゆる 「診断」への応用 も期待できる,
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