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クラミドモナス•ラインハルディにおける増殖連動型のトリアシルグリセ

ロール生合成経路のデザイン

環境情報学部4 年 

斎藤沙也香

要旨

地球温暖化などの問題を解決する手段としてオイル産生微細藻類による持続可能なオイル産生が 

注目を集めてい る .しかしながらオイル産生微細藻類実用化のためには製造コストを下げるとい 

う問題を解決しなければならない .
本研究では突然変異誘導と代謝工学という 2 方面からオイル産生藻類の産生効率改善を試み 

た . ダイジェストでは代謝工学的アプローチについて述べる.生物におけるシミュレーションの 

方法は冬数あるが，本研究では Chlamydomonas reinhardtii (C. reinhardtii)のザノムスケールモ亍ル 

iRC1080 (Changが a / 2011)とFlux Balance Analysis(FBA)を利用して加57ム'<:〇 に おける「増殖すると 

副産物としてTAGを産生してしまうような代謝経路のデザイン」を試みた . FBAはシミュレ一ショ 

ンに必要な生化学情報が欠乏している場合でも，代謝ネットワークの化学量論が分かっていればバ 

イオマス生成最大化などの目的_ 数を設定することで目的関数を最適化するような細胞内フラッ 

クスを求めることが出来る . そのため，様々な生物種を対象に大規模なゲノムスケールモデルを利 

用した解析が行われている . 本研究では目的の代謝経路をデザインするため， まず iRC1080の挙動 

確認としてChangらの論文で行われていたバイオマス生成必須遺伝子の予測シミュレーションの追 

従を行った . 挙動確認後，バイオマス生成必須遺伝子以外の遺伝子を網羅的に1遺伝子欠損，2遺 

伝子欠損を行い目的の代謝経路がデザイン可能なのか確認した . 結果，デザインすることは出来 

なかった . そこでTAG合成経路ではTAG1 molにつきNADHが6 mol再酸化されることから，独立栄 

養条件，混合栄養条件，従属栄養条件の3条件でNADH関連反応をそれぞれフラックスの大きい順 

に順番に欠損した . 結果全ての条件で22〜23反応を欠損したところで目的の代謝経路のデザイン 

を行うことが出来た . 更に，23反応に関連する遺伝子を網羅的に組み合わせて欠損した結果，5遺 

伝子欠損で目的の代謝経路のデザインを行えることが分かった .

Keywords: Chlamydomonas reinhardtii, FBA, Ethanol, Triacvlglvcerol,
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1 .  序論

トリアシルグリセロール (triacylglycerol: TAG)は藻類の蓄積する脂質の中でも再生可能な次世代 

燃料として注目を集めている [ 1 ] .しかしながら生産コストが高く実用化には至っていない .
緑 藻 の モ デ ル 生 物 で あ る rの•w/iarゴ姐（C. re/w/iarafr//)は，窒素欠乏条件下でTAGを蓄 

積することが知られているが [2]，TAG蓄積と同時に増殖することは出来ない . もし，増殖と同時 

にTAGを蓄積するような株を得ることが出来れば，連続培養でTAGを生産させることが可能にな 

るため，生産効率を上げることが出来，生産コストを下げることが可能になる.増殖しながら 

TAGを蓄積するような株を得るためには代謝経路の改変が必要であるが，改変方法の 1 っに，増 

殖すると副産物として目的産物を産生してしまうような代謝経路の構築が挙げられるP][4] . この 

ような代謝経路を構築することが出来れば，増殖速度が速まれば速まるほど，最低限蓄積する 

TAGの量が増加する . つまり，実際に培養した際に増殖速度の速い株を得ることが，TAG蓄積能 

力が最も高い株を得ることに繫がる .
代謝経路を構築する際に用いられる手法の1つに，代謝フラックス解析が挙げられる [5].代謝フ 

ラックス解析は，細胞内の代謝が定常状態にあることを仮定して，細胞内の代謝フラックスを予 

測する手法のことである [ 5 ] .代謝フラックス解析を行う際にしばしば問題となるのが，観測可能 

な細胞内の反応速度数がフラックスを予測するのに必要な反応速度数よりも少ないという点であ 

る[ 5 ] .このような場合に有効な手法が，代謝フラックス解析の1種であるフラックスバランス解析 

(Flux Balance Analysis: FBA)である [5][6][7]. FBAではバイオマス生産の最大化などを目的関数に， 

その他酸素の取り込み量などの設定すべき条件を設定し，線形計画法を利用して目的関数を最大 

化もしくは最小化した場合の細胞内代謝フラックス分布を予測する手法である [6][7].現在では主 

要 1次代謝経路だけではなく，2次代謝経路まで含まれている大規模なゲノムスケールモデルがいく 

つかの生物について報告されており [8]，C. 也 /についてもいくつか報告されている [9][10].
本研究では，Changらによって構築されたC. 治i7のゲノムスケールモデル iR C 1080を用い

てFBAを行なった [ 1 1 ] .モデルの駆動と設定条件を確認後，増殖すると副産物としてTAGを蓄積し 

てしまうような代謝デザインが可能であるのか検証するため，NADH関連反応をフラックス順に 

欠損した .

2 .  対象と手法

2-1.本解析に利用したC. 姐のゲノムスケールモデル

本研究におけるFBAは全てChangらに構築されたC. rの-w/wr也7のゲノムスケールモデル iRC1080を 

用いて行った [ 1 1 ] . iRC1080は2011年春学期まで利用していたモデル iAM303[12]を改良したもので 

ある . モデルに含まれている主要な代謝経路を図1に表した .
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図1 iRC1080に含まれる主要代謝経路

13DPG: 3-Phospho-D-glyceroyl phosphate, 3PG: 3-Phospho-D-glycerate,6PGL: 6-phospho-D-glucono-1,5- 
lactone,

6PGC: 6-Phospho-D-gluconate, ACCoA: Acetyl-CoA, aKG: 2-Oxoglutarate,CIT: Citrate,

DHAP: Dihydroxyacetone phosphate, E4P: D-Erythrose 4-phosphate, F6P: beta-D-Fructose 6-phospate,

FA: Fatty Acids, Fum: Fumarate, G1P: D-Glucose 1-phosphate, G3P: D-glyceraldehyde 3-phosphate,

G6P: D-glyceraldehyde 6-phosphate,ICIT: iso-citrate, MAL-L: L-Malate ,OAA: Oxaloacetate,

PEP: Phosphoenolpyruvate, Pi: Phosphate, PPi: Diphosphate, PYR: Pyruvate,

Rbl5bp: D-Ribulose 1,5-bisphosphate, Ru5p-D: D-Ribulose 5-phosphate, R5P: alpha-D-Ribose 5- 
phosphate,

S17BP: Sedoheptulose 1,7-bisphosphate, S7P: Sedoheptulose 7-phosphate, SUCC: Succinate, TAG: 
Tnacylglycerol,

XU5P-D: D-Xylulose 5-phosphate

iAM303とiRC1080で は 以 下 の 3点 に 大 き な 変 更 が あ っ た . 1 点 目 は ， 脂 肪 酸 合 成 経 路 や TAG合成 

経 路 が 含 ま れ て い る こ と . 2点 目 は ， 先 行 研 究 か ら 独 立 栄 養 ， 混 合 栄 養 ， 従 属 栄 養 の 3 つ の条件に  

お け る バ イ オ マ ス 生 成 反 応 式 を 作 り ， 区 別 し て い る こ と . 3点 目 は ， 先 行 研 究 で よ く 利 用 さ れ て い  

る 太 陽 光 や 蛍 光 灯 な ど の 12の 光 源 に つ い て ， 光 を Photonと し て 吸 収 す る 反 応 を 加 え た こ と で あ る . 
ま た 本 研 究 の 目 標 を 達 成 す る た め ， iRC1080にTAGを 細 胞 外 に 排 出 す る 反 応 を 加 え た (表 2).

表 2 TAG蓄積 反 応

Reaction N am e Reaction

HX_tag(e)

TAGt

T A G l601 8 1 1 lZ l6 0 [e ] -^

TA G 16 01811 lZ 160 [c]今  TA G 16 0 1 8 1 1 lZ 160[e]

TAG16018111Z160 : ,Triacylglycerol (16:0/18:1(11Z)/16:0), [c]: Cytosol, [e]: Extra-organism

iRC1080で は TAGが バ イ オ マ ス 構 成 物 質 の 1つ と し て 合 成 さ れ て お り ， バ イ オ マ ス の 構 成 成 分 は  

実 験 デ 一 夕 に 基 づ い て 固 定 さ れ .て い た .し か し 本 研 究 で は バ イ オ マ ス 分 に 加 え て TAGを 蓄 積 す る 代  

謝 経 路 を デ ザ イ ン す る こ と を 目 的 と し て い る .こ の TAGの 蓄 積 フ ラ ッ ク ス の 行 き 先 と し て は ， 細胞
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外に排出するような反応を加えることで表現した . この加えた反応のEX_tag(e)のフラックスが， 

本研究における細胞内に蓄積するTAGのフラックスの予測値である .
また， iRC1080ではLactateの排出速度の上限値が0 mmol/gDW/hに固定されておりLactateを排出 

出来ない状態に拘束されていた.しかしながら遺伝子欠損の先行研究の結果を予測出来るのかシ 

ミュレーションする際にLactateの排出を確認する必要があるため，上限値を 1000 mmol/gDW/hに 

変更した . 以降本研究における iRC1080とは，Changらが構築したモデルに上記2点の変更を加えた 

モデルとする . また， iRC1080においてはトランスクリプトがGeneとして定義されているため，本 

研究における遺伝子とはトランスクリプトを指すものとする .

2-2. FBA
C .だ/n/^rtto•の細胞内フラックスは，FBAを利用して算出した.各シミュレーションにおける目 

的関数と制限条件を次に示した . 光条件で動かない反応，暗条件で動かない反応については表3,4 
にそれぞれ示した.また  FBA は MATLAB R201 la for Windows 32bit ver.(The Math Works Inc., Natick, 
MA，USA)とCOBRA Toolboxソフトウェアパッケージを使用して実施した .

2 - 3 .増殖すると副産物としてTAGを産生してしまうような代謝経路のデザイン

TAG合成経路ではTAGを lmol産生するごとに 6molのNADHが再酸化される . このことから， 

NADHを再酸化する反応をフラックスが大きい順に欠損することで目的の代謝経路がデザイン出 

来るのではないかと考えた . そこで独立栄養条件，混合栄養条件，従属栄養条件の 3条件にて 

NADHを再酸化;する反応をリストに入れ目的関数をバイオマス生成最大イ匕に設定してFBAを行い， 

リスト内のフラックスが1番大きい反応，つまり 1番NADHを再酸化している反応を欠損した後， 

再度FBAを行うというシミュレーションをバイオマスのフラックスが0になるまで続けた.細胞内 

にてNADHとNADPHのバランスを保つ反応：NNOR(nad[m] + nadph[m] <=> nadh[m] + nadp[m] )は 

今回の目的に不適なので最初から欠損した .

①独立栄善条件におけるシミュレーション 

[目的関数]
Biomass Chlamy一auto

• 光 条 件 ：PRISM_solar_litho(太陽光）

• Acetate(ac)取り込み速度：上限を0 mmol/gDW/hに固定 

• 酸素 (〇2)取り込み速度：上限を10 mmol/gDW/hに固定

• starch 分解速度：0.87><1〇-4 mmol/gDW/h に固定[19]
• 光条件で動かない反応のフラックス ： 0 mmol/gDW/hに固定

@混合栄善条件におけるシミュレーション 

[目的関数]
Biomass Chlamy一mixo

• 光 条 件 ：PRISM_solar_litho(太陽光）

• 酸素 (〇2)取り込み速度：上限を1〇 mmol/gDW/hに固定

• starch 分解速度：0.87xl〇-4 mmol/gDW/h に固定[19]
• 光条件で動かない反応のフラックス：〇 mmol/gDW/hに固定

@従属栄善条件におけるシミュレーション 

[目的関数]
Biomass Chlamy hetero
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•光 条 件 ：PRISM_solar_litho(太陽光）

•酸素(〇2)取り込み速度：上限を10 mmol/gDW/hに固定

• C〇2取り込み速度：上限値をOmmol/gDW/hに固定

• starch分解速度：0.87><1 〇-4mmol/gDW/hに固定[19]

•光条件で動かない反応のフラックス：Ommol/gDW/hに固定

表3光条件で動かないとされている反応 

lleaction Name Reaction

[h]： FDP ^  DHAP + G3P

G6PADHh [h]: G6PA + NADP ^  6PGL + NADPH + H

G6PBDHh [h]： G6PB + NADP ^  6PGL + NADPH + H

PCHLPR [h]： PCHLDA + ATP + H 20  + H ^  CHLDA + ADP + Pi

PFKh [h]： F6P + ATP -> FDP + ADP + H

6PGL: 6-phospho-D-glucono-1,5-lactone, CHLDA: Chlorophyllide, DHAP: Dihydroxyacetone Phosphate,

F6P: beta-D-Fructose 6-phospate, FDP: beta-D-Fructose 1,6-bisphosphate, G3P: D-glyceraldehyde 3- 
phosphate,

G6PA: alpha-D-Glucose 6-phosepate, G6PB: beta-D-Glucose 6-phosepate, Pi: Phosphate, 

PCHLDA: Protochlorophyllide alpha, [h]: Chloroplast

表4暗条件で動かないとされている反応 

"Reaction Name Aeaction

ATPSh " 

GAPDH(nadp)hi 

GLFIhi 

IDPh

MDH(nadp)hi

MDHC(nadp)hr

ADP[h] + 4H[u] + Pi[h] ATP[h] + 3H[h] + H 20[u] 

[h]： 13DPG + H + NADPH ^  G3P + NADP + Pi 

[h]： ATP + G1P ^  ADPGLC + PPi 

[h]： H 2 0  + PPi ^  2Pi

[h]： H  + NADPH + OAA -> MAL-L + NADP 
[h]: MAL-L + NADP <=> C 0 2 + NADPH + PYR

PPDKh

PRUK

RBCh

RBPCh

SBP

[h]: ATP + Pi + PYR AMP + 2H + PEP + PPi 

[h]: ATP + Ru5p-D ^  ADP + H + Rbl5bp 

[h]： 0 2 + Rbl5bp ^  2PGLYC + 3PG + 2H  

[h]： C02 + H 2 0  + Rbl5bp 2 3PG + 2H  

[h]：H 2 0  + S17BP-^ Pi + S7P

13DPG: 3-Phospho-D-glyceroyl phosphate, 2PGLYC: 2-Phosphoglycolate, 3PG: 3-Phospho-D-glycerate,

ADPGLC: ADPglucose, G1P: D-Glucose 1-phosphate, G3P: D-glyceraldehyde 3-phosphate, MAL-L: L- 
Malate,

OAA: Oxaloacetate, PEP: Phosphoenolpyruvate, Pi: Phosphate, PPi: Diphosphate, PYR: Pyruvate,

Rbl5bp. D-Ribulose 1,5-bisphosphate, Ru5p-D: D-Ribulose 5-phosphate, S17BP: Sedoheptulose 1,7- 
bisphosphate, S7P: Sedoheptulose 7-phosphate, [h]: Chloroplast, [uj: Thylakoid Lumen

3 . 結果と考察

独立栄養条件でのシミュレーション結果を表5(a)に，混合栄養条件でのシミュレ 一 シ甲ン結果を 

表5(b)に，従属栄養条件でのシミュレーション結果を表5(c)に示した

表5 N AD H関連反応の欠損結果
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(a)独立栄養条件におけるNADH_ 連反応の欠損結果

Deficiency reactions Biomass (T7EJ FAG (mmol/gDW/h) 丄"AG (C-mmoT7"し-mmoTJ

〜 18 0.146 0 0

19 0.143 0 0

20 0.142 0 0

21 0.139 0 0

22 0.139 0 0

23 〜 30 0.0758 0.0616 0.00977

(b)混合栄養条件におけるNADH関連反応の欠損結果

Deficiency reactions Biomass (1/h) TAG (mmol/gDW/h) TAG (C-mmol/ C-mmol)

〜 11 0.378 0 0

12 0.272 0 0
13 0.242 0 0

14 〜 19 0.242 0 0

20 〜 21 0.238 0 0

22 0.231 0 0
23 0.136 0.114 0.498
24 0.132 0.111 0.498
25 0.129 0.109 0.498
26 0.127 0.106 0.498
27 0.124 0.104 0.498
28 0.121 0.102 0.498
29 0.119 0.100 0.498
30 0.116 0.098 0.498

(c)従属栄養条件におけるNADH関連反応の欠損結果

Deficiency reactions Biomass (1/h) TAG (mmol/gDW/h) TAG (C-mmol/C-mmol)

〜 7 0.474 0 0
0.469 0 0

9 0.330 0 0

10 〜 13 0.289 0 0

14 〜 18 0.289 0 0

19 0.287 0 0
20 0.281 0 0
21 0.234 0 0
22 0.211 0 0
23 0.134 0.110 0.568
24 0.123 0.100 0.568
25 0.113 0.093 0.569
26 0.105 0.086 0.569
27 0.098 0.080 0.569
28 0.092 0.075 0.569
29 0.086 0.071 0.569
30 0.081 0.067 0.569

今回のシミュレーションでは，3条件全てで増殖すると副産物としてTAGを産生してしまうよう 

な株を予測することが出来た . これは，NADH再酸化反応をフラックスの大きい順に欠損したこ 

とによりNADHの再酸化をTAG生合成反応にて行うことかTBiomassを生成する上で最も効率がよく
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なったためと考えられる . 3条件とも23反応欠損して初めて増殖するとTAGを産生するような株を 

得ることが出来たが，欠損する反応は各条件によって異なっていた . 欠損した反応数とBiomassの 

フラックス， またTAGの収率から判断すると，従属栄養条件で培養23反応欠損した場合が最も有 

用であると考えられる .
さて，従属栄養条件にて欠損した23反応を司る遺伝子の数は16であったが， その中の最低いく 

つの遺伝子を欠損すると増殖すると副産物としてTAGを産生するような代謝デザインを行うこと 

が出来るのかを検証した . NADH関連反応欠損の際はNNOR(nad[m] + nadph[m] <=> nadh[m] + 
nadp[m])を最初から欠損していたが，検証の際は行わなかった . 結果，5遺伝子の欠損で増殖する 

と副産物としてTAGを産生するような株を得ることが出来た.その場合欠損した遺伝子と司る反 

応を表6に，解空間を図2に載せた .

表6欠損した遺伝子と関連反応

acala： Acetaldehyde, accoa: Acetyl-CoA, btal: Butanal, btcoa: Butanoyl-CoA, glyald: D- 
Glyceraldehyde,

glyc: G ly cero l,[c ]  cytoso l, [m ]m itochondria.[h] Chloroplast

vjenes (transcripts) Reactions

CRv4_Au5.s 16.g6435 .t 1 acald[c] + h[c] + nadh[c] -> etoh[c] + nad[c] 

acald[m] + h[m] + nadh[m] -> etoh[m] + nad[m]

CRv4_Au5.516.g6436.tl accoa[c] + 2 h[c] +2 nadh[c] -> coa[c] + etoh[c] + 2 nad[c] 

accoa[m] + 2 h[m] + 2 nadh[m] -> coa[m] + etoh[m] + 2 nad[m] 

acald[c] + h[c] + nadh[c] -> etoh[c] + nad[c] 

acald[m] + h[m] + nadh[m] -> etoh[m] + nad[m]

CRv4_Au5 .s20 .g8212 .t 1 btal[c] + coa[c] + nad[c] -> btcoa[c] + h[c] + nadh[c] 

btal[h] + coa[h] + nad[h] -> btcoa[h] + h[h] + nadh[h] 

acald[c] + coa[c] + nad[c] -> accoa[c] + h[c] + nadh[c] 

acald[h] + coa[h] + nad[h] -> accoa[h] + h[h] + nadh[h] 

accoa[c] + 2 h[c] + 2 nadh[c] -> coa[c] + etoh[c] + 2 nad[c] 

accoa[m] + 2 h[m] + 2 nadh[m] -> coa[m] + etoh[m] + 2 nad[m] 

acald[c] + h[c] + nadh[c] -> etoh[c] + nad[c] 

acald[m] + h[m] + nadh[m] -> etoh[m] + nad[m]

CRv4_Au5.s2.g94l4.tl acald[h] + h[h] + nadph[h] -> etoh[h] + nadp[h] 

acald[c] + h[c] + nadph[c] -> etoh[c] + nadp[c] 

glyald[c] + h[c] + nadh[c] <=> glyc[c] + nad[c] 

glyald[c] + h[c] + nadph[c] <=> glyc[c] + nadp[c]

CRv4_Au5.s9.gl5693.tl h[c] + nadh[c] + n〇3[c] -> h2o[c] + nad[c] + no2[c]
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Ceil grow th ra te(1/h)

図2 5遺伝子欠損した場合の解空間

縦軸はTAGの収率を (TAGのフラックスxTAGの炭素数 (53))+(細胞内に取り込んだ炭素数)という式 

から算出し，横軸は cell growth rateを表した.黒の点線で囲まれた部分で野生株の解空間を，赤の 

実線で囲まれた部分で欠損株の解空間を示した.

これら遺伝子を欠損した場合，従属栄養条件では目的の株を得ることが出来なかったが，混 

合栄養条件では目的の株を得ることが出来た.

4 . 結論

本研究は，オイル産生藻類によるオイル生成がコストの問題から実用化されないという課題 

を，オイル産生能力を向上させることで解決することを目標に研究を行った.結果 22〜23反応欠 

損することで目的の株を得ることは出来たが， この23反応を欠損するためには19〜20の遺伝子を 

欠損することが必要であった.しかし，今回はそのうちの5遺伝子を欠損することで目的の株を得 

ることが出来た.5遺伝子欠損を行うことはかなり困難であるが，不可能なことではない.今後は 

実験的にこれらの遺伝子を欠損することで変異体を作成し増殖に連動してTAGを産生するのかを 

調べ，連動が確認されれば大幅なオイル産生能力の向上，そして生産効率の改善が期待される.
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