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2013年度修士論文ダイジェスト

数理モ デ ル と 進化的ア ル ゴ リ ズ ム を 用いた、肝ア ン モ ニ ア  

代謝における代謝区域化の最適化の考察

論文要旨

哺乳類の肝臓は、肝細胞を主体とする肝小葉と呼ばれる組織単位の集合として捉えられる。肝小 

葉 内 で は 多 孔 質 の 特 殊 な 毛 細 血 管 （類洞） に沿って肝細胞が並んでいる。 肝小葉では、入力血管 

である門脈側から、 出 力 血 管 で あ る 中 心 静 脈 （肝静脈側） にかけて、種々の代謝経路について、 

遺伝子発現強度、酵素活性、代謝物質濃度が不均質であることが知られており、代謝区域化と呼 

ばれている。代謝区域化に関しては、定量的な測定が報告されているが、 その 機 能 的 •適 応 的 意 義  

は必ずしも明らかではない。本研究では、肝アンモニア代謝に区域化が生じる要因を探求するた 

め、肝内に部位特異的な遺伝子発現制御が存在しない数理モデルを出発点とし、進化的アルゴリ 

ズムを用いて数理モデルの最適化を行い、結果として得られた代謝区域化のパターンを解析した。 

本研究は、酵素の部位特異的な遺伝子発現調節を対象とし、EAによって世代ごとに変異する変数 

は、遺伝子発現調節パターンに限定した。最 適 化 の 際 の 選 択 圧 （評価関数） としては、 アンモニ 

ア除去速度、尿素の産生速度、 またその際のエネルギー効率など、代謝区域化の原因となりうる 

ものを用いた。探索の結果 、g lu ta m in e  syn th a seなど限られた酵素の挙動がエネルギー効率の 

最大値を決定しているなど、代謝区域化の制御因子についていくつかの示唆が得られたので、 これ 

らを議論する。
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第 1章 序 論

肝 臓 は 「化学工場」 と喩えられるほど、個体内で多くの代謝を担っている器官である。糖 •脂質•アミノ 

酸の中間代謝は肝臓でほぼ独占的に行われている。消化管で吸収された糖質は、門脈を通ってまず肝臓に入 

り、そこでフルクトースやガラクトースなどのグルコース以外の単糖をグルコースに変換する、摂食によっ 

て得られた余剰分の血糖を吸収し、グリコーゲンの形で蓄える、 といった処理を受ける。 また、血糖が低下 

した場合には、アミノ酸やグリコーゲンからグノレコースを生成し、血中に放出する、 という形でその補充を 

行っている。 トリグリセリドの処理、糖やアミノ酸からの脂質合成、 リポタンパク質の合成といった脂質代 

謝も肝臓で行われる。必須アミノ酸からのアミノ酸の合成、アミノ酸の脱アミノ化、血漿タンパクの合成/ 

分解、などのアミノ酸とタンパク質代謝も肝臓で行われている [1 ][2 ]。 また、消化管内では、微生物によって 

生体に有害なアンモニアが発生しており、腸管内から門脈を通って流入するアンモニアの分解も、肝臓で行 

われる。アンモニアは腸管内だけでなく、体の各部でのアミノ酸分解や、肝臓内でのアミノ酸の分解の際に 

も生じており、 これらも肝臓で分解される。肝臓内において、アンモニアは二通りの経路で分解されてお 

り、一 "9 は尿素回路によって尿素となる経路、 もう 一^5 はグルタミンシンテ夕ーゼによってグルタミンとな 

る経路である [2 ]。特に尿素回路は、肝臓特異的な代謝系である。 [2]

血管系という観点で肝臓を見た場合、肝臓に入った門脈は細かく枝分かれしていき、最終的に類洞と呼ば 

れる特殊な毛細血管まで枝分かれし、その後静脈系として再合流して心臓に戻っていく。他の器官における 

毛細血管と同様に、血液と肝細胞との間の代謝物質のやり取りは類洞で行われるため、必然的に肝臓の代謝 

活動は類洞周辺で行われる。故に、類洞の周囲の構造は、肝臓の機能単位であると看做すことができる。こ 

れを肝小葉と呼ぶ [1 ][2 ][3]。

肝小葉内において、入力血管である門脈•肝動脈周辺部 (p e rip o rta lz o n e )の肝細胞と、出力血管である中 

心静脈周辺部 (perivenous zo n e )の肝細胞では、遺伝子発現 •酵素活性•代謝物質濃度などの様々な要素が異 

なることが知られている。 このような不均質性はm etabolic zona tion (代謝区域化 ) と呼ばれている[4]。 

m etabolic zo n a tio nは1978年にJ u n g e r m a n nらが提唱した概念で、糖代謝における異質性の知見をベース 

に、酸 化 性 エ ネ ル ギ ー 代 謝 酸 化 • アミノ酸異化•アミノ酸からの尿素形成などの他の肝臓代謝を含めた 

包括的概念として、門脈周辺部の肝細胞と中心静脈周辺部の肝細胞では代謝機能に不均質性が存在するとし 

たモデルである [4 ]。肝細胞が血中の代謝物質を消費し、あるいは代謝物質を生成して血中に放出すれば、そ 

の分類洞下流域での代謝物質濃度は下降あるいは上昇するため、不均質性の存在自体は不思議ではない。た 

だし 、 m etabolic zo n a tio nにおいては、そのような受動的な不均質性だけでなく、酵素発現を部位特異的に 

調節することによる、能動的な不均質性が存在している。 このような部位特異的な酵素発現調節機構はエネ 

ルギー消費的であるため、もし調節機構が適応的な性質を持たないのであれば、自然選択によって排除され 

ていたはずである。従って、 このような酵素発現におけるm etabolic zo n a tio nには、何らかの適応的な性質 

があると考えられる。 この適応的な性質が具体的に何であるかを考察するのが、本研究の目的となる。

アンモニア代謝系において、中心静脈周辺部では 、 G lu ta m in e  synthetase (以下G S と表記する）が高発 

現しており、アンモニアとグルタミン酸の分解とグル夕ミンの生成が優勢であると考えられている [2 ][5 ]

[6 ]。 また、尿素産生の中間代謝を担う酵素であるC a rb a m o yl phosphate s yn th e ta s e -I(以下C P S と表記する) 

や尿素産生の最終反応を担う酵素であるA rg in a s eは、門脈周辺部で高発現しており、尿素産生は門脈周辺部 

で優勢であると考えられている [2 ][6 ]。G S が中心静脈周辺部で高発現している適応的性質については、尿素 

産生系ではアンモニアに対する親和性が低く、アンモニア濃度が低濃度となる中心静脈周辺部でのアンモニ 

ア除去には適さないため、中心静脈周辺部ではアンモニア高親和性のG S がアンモニア除去を担当している 

というスカベンジャーモデルが提唱されている [2 ][7 ]。ただし、Jurandirらは、低アンモニア濃度において 

は、門脈周辺部の尿素産生系の遺伝子発現は肝小葉全体の尿素産生系の遺伝子発現よりも低く、門脈周辺部
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よりも下流域において尿素産生が活発であるという結果から、中心静脈周辺部におけるアンモニア除去にお 

いても尿素産生系が重要である、 というスカベンジャーモデルに対して批判的な主張をしている [8]。

本研究の対象としたアンモニア代謝系のm etabolic zo n a tio nにおいては、 このように定量的な測定を含め 

た数多くの知見があり、また分子的なメカニズムの解明も進んでいるものの [6]、適応的性質についての考察 

は仮説の域を出ていない [2]。 これは肝小葉内の部位毎の代謝流束分布を実験的に測定するのが困難である 

ことがまずあげられる。またより根本的な問題としては 、 m etabolic zo n a tio nの適応的性質についての仮説 

を立てたとしても、現在肝小葉で観察される酵素発現の分布だけでは比較対象が存在しないため、さらに効 

率的な別の酵素発現分布が存在する可能性を否定できない。 これを検証するためには、他の酵素発現分布 

(例えば、G S が中心静脈周辺部特異的な発現をしない場合など ) と比較する必要があるが、そのような酵素発 

現を取る突然変異体を探索•作成することは、遺伝学的に困難である。そこで本研究では、肝アンモニア代 

謝におけるm etabolic zo n a tio nの適応的性質について、O h n o らの肝小葉数理モデルによるアプローチを行つ 

た [2 ]。O h n o らの数理モデルであれば、肝小葉内の部位毎の代謝流束を計算することは容易であるし、ま 

た、他の酵素発現分布を示す肝小葉を数理モデルで表現するのは比較的簡単であるからである。また、適応 

的性質についての仮説を評価閨数として数式化し、最適化を行うことで、その仮説において、最も効率的と 

期待される酵素発現分布を数理的に求めた。 もしその仮説が妥当なものであれば、最適化によって選択され 

た最も適応的と期待される酵素発現分布は実際に観察されるm etabolic zo n a tio nに近いものとなるはずであ 

り、逆に仮説が妥当なものでなければ、実際に観察されるm etabolic z o n a tio nとは異なるものとなるはずで 

ある。そのため、仮説の数理的な妥当性について、一定の考察を与えられると考えられる。

第2章 対 象 と 手 法

2 .1部位特異的遺伝子発現勾配の数理モデル

m etabolic zo n a tio nにおける、不均質な酵素発現分布を他の手法との兼ね合い上数理的に表現する必要が 

あったため、Christoffelsらによる数理モデル (以下、Christoffelsモデルと表言己する。）を用いて表現した [2]

[9 ]。 これは、

(1)酵素発現の不均質性は、なんらかの代謝物質濃度に対する細胞の応答である。（2)その代謝物質は、細胞 

によって生産もしくは消費されていき、類洞を門脈側から静脈側へ進むほど、増加もしくは減少する。（3)そ 

の代謝物質は転写因子を活性化させ、それによって酵素発現を増やす働きをする。

という仮定を置いたうえで、

その代謝物質によって活性化された転写因子の濃度 [ F ]を相対位置X に対する関数 

[F ]=0.0125X  . . . (式 1)

もしくは

[/H=0.2-0.0125X  … (式2)

ズ: portal tr ia dを0 、 central v e inを8 とした時の、肝小葉内の相対位置 （ relative position) 。

として定義し、

酵素の発現強度 r を、 [ F iに対して

F = [F ] n!{[F\ »+Kn) • .•(式 3)

もしくは

Y=[F] ml{[F\ na+Kana)+ [F\ nb/([F] nb+Klfb) … (式4)

r :発 現 強 度 （相対値）

n，na，nb:Hill coefficient 
K,Ka, Kb： dissociation constant.
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と算出する数理モデルである。n，K あるいはn a，K a ,n b ，K b は発現勾配の形を決める重要なパラメ一夕一で 

あり、 これらのパラメ一夕一を変動させることで、様々な酵素発現分布を一つのモデルで表現することが可 

能である。

2 . 2 肝小葉アンモニア代謝のモデル

肝小葉におけるアンモニア代謝のモデルとしては、O h n o らの数理モデルを用いた。肝小葉内には肝細胞 

が約50万個含まれており、 これら一^5 — つの代謝を全て計算するのは現実的ではない。 また、仮に均質な細 

胞集団であれば、一つの細胞の代謝を計算すれば、その他の細胞の代謝も同様であると仮定でき、細胞集団 

全体の挙動を理解することが可能となるが、肝小葉にはm etabolic zo n a tio nが存在する以上、均質な細胞集 

団として扱うのは適切ではない。そこでO h n o らは、肝小葉を類洞とそれに隣接する肝細胞の集合体として 

捉え、類洞中の血液と、血液と代謝物質のやり取りを行う複数の肝細胞集団で構成された数理モデル（肝小 

葉モジュールモデル）によって肝小葉を表現する数理モデル（以下、O h n oモデルと表記する。）を構築した 

[2 ](図1)。Ohnoモデルは細胞シミュレーションのための讽 用ソフトウェアであるE -C E L L を用いてシミュレ一 

シヨンされており [2 ][1 0 ]、各肝細胞集団の中では、物質濃度と代謝流束が動的にシミュレーションされてい 

る。

図 l :O h n o モデルの概念図。図の下部分の左向きの矢印が類洞を表しており、矢印の方向に血流が流れてい 

る。血中の代謝物質は血流に沿って運ばれる。図の上部分の8つの長方形は、肝細胞集団を表している。肝 

細胞集団は隣接した類洞の血液と代謝物質の流出入を行っており、肝細胞集団同士では血液を介して間接的 

に代謝物質の移動が行われる。

2 .3 最適化手法

本研究の目的は 、 m etabolic zo n a tio nの適応的性質を考察することである。そのために、適応的性質につ 

いての仮説を評価間数として数式化し、最適化を行うことで、その仮説において、最も効率的と期待される 

酵素発現分布を数理的に求めた。最適化手法には、生命進化を摸した最適化手法である、進化的ァルゴリズ 

ムを用いた。具体的には以下の手順で評価関数（仮説）に対して最適な肝小葉を演算するものである。個体 

群の大きさは10個体とし、5世代たっても一切の評価の改善が起こらなかった場合には最適化をそこで終了 

する。

1 .  最 初 の 「個体」を生成し、 「親」個体とする。親個体は、Christoffelsの数理モデルにおけるn ，K あるいは 

n a，K a ，n b，K b の 値 を 「遺伝型」 として保有している。

2 .  親個体の持つ「遺伝型」をコピーし、複 数 の 「子供」を作り、 「個体群」を形成する。

3 .  個体群の一部に「突 然 変 異 （「遺伝型」のランダムな変更）」を行う。 こ の 「突然変異」によって、

「遺伝型」 と対応する酵素発現分布も変化する。

4 .  各個体の持つ「遺伝型」を元に各部位における酵素濃度を算出し、大野らのモデルに代入し、代謝シミ 

ユレーシヨンを行う。

5 .  代謝シミュレーションによって得られた各部位における流束•代謝物質濃度を元に、評価間数の値を算 

出する。

6 .  最も評価が良かった個体を次の親個体とする。

7 .  ステップ2から6の 処 理 を 「1世代」 とし、終了条件を満たすまで1世代の処理を繰り返す。

評価間数は、以下の3種を用いた。
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1 .  尿素産生のエネルギー効率(尿素一分子を生成する際に消費されるATP分子の数)。

2 .  中心静脈周辺部における血中アンモニア濃度。

3 .  式5で表される評価閨数1と2の線形結合。線形結合の重みづけKは完全に恣意的なものであり、科学的根 

拠に基づいたものではない。

i ；r =X[NH3]+五 …(式5)

五K:評価閨数の値 

K: 2.665/M
E:尿素産生のエネルギー効率（無次元量）

[NH3]:中心静脈周辺部におけるアンモニア濃度(M)

第3章 結 果

3.1血中アンモニア濃度を効率的に調節する設計

肝アンモニア代謝の適応的性質を説明する有力な仮説として、スカベンジャーモデルがある。尿素産生系 

ではアンモニアに対する親和性が低く、アンモニアが尿素産生で消費されて比較的低濃度となる門脈周辺部 

でのアンモニア除去には適さないため、門脈周辺部ではアンモニア高親和性のGSがアンモニア除去を担当 

し、アンモニア濃度を有害とならない範囲まで低下させるというものである[2][7]。スカベンジャーモデル 

が正しいとすれば、中心静脈周辺部における血中アンモニア濃度が代謝区域化の重要な要因となるため、こ 

れを評価関数として用いた。最適化の結果、GS，OATが門脈周辺部特異的に高発現し、CPSが中心謝脈周辺 

部で高発現する濃度勾配が選択された（図2 ) 。

3.2エネルギー効率を最大にする設計

3.1と同じ条件下で、評価間数だけをエネルギー効率に置き換えて最適化を行った。最適化の結果、GSが 

中心静脈周辺部で特異的に発現し、CPSが門脈周辺部で特異的に高発現する濃度勾配が選択された。（図3)

3.3エネルギー効率とアンモニア濃度の線形結合を最適化する設計 

3.1、3.2と同じ条件下で、エネルギーとアンモニア濃度を線形結合した（式5 ) ものを評価関数に置き換 

えて最適化を行った。最適化の結果、GS、OATは中心静脈周辺部で特異的に高発現する濃度勾配が、CPS 
は門脈周辺部および中流域で高発現し、中心静脈周辺部において比較的低発現する濃度勾配が選択された。 

(図4)

43



騰I&伽 • 麵 !

図 2 : 評価関数としてアンモニア濃度を用いて最適化した場合のGS、CPS、OATの濃度勾配（平均値）。ェ 

ラーバーは標準偏差。

図 3 :評価関数として尿素産生のエネルギー効率を用いて最適化した場合の、GS、CPSの 濃 度 勾 配 （平均
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値）。ヱラーバーは標準偏差
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図 4 : 尿素産生のエネルギー効率と中心静脈周辺部におけるアンモニア濃度を線形結合した評価間数で最適 

化した場合の、OAT、CPS、GSの濃度勾配（平均値）。エラーバーは標準偏差。

第 4 章 考 察

アンモニア濃度を評価閨数として最適化を行った場合、GSは門脈周辺部特異的に高発現する濃度勾配が 

選択されており、実際の肝小葉におけるGSの中心静脈特異的な高発現と食い違っていた[2][5][6]。また、実 

際の肝小葉では門脈周辺部で高発現するCPSは、中心謗脈周辺部で優勢である濃度勾配が選択されるなど、 

全体的に実際の肝小葉で観察される代謝区域化とは食い違っていた[2][6]。 このような結果になった理由と 

しては、CPSがアンモニア低親和性であるために、アンモニア濃度が相対的に低下し、除去能力が低下する 

下流域において、酵素濃度を高めることで除去能力を補っているということが考えられる。またGSはアン 

モニア高親和性であるために、下流域において濃度が低下しても除去能力の低下が小さく、むしろアンモニ 

ア濃度が高い上流域において高発現することで高い親和性により大量のアンモニアを除去した方がアンモニ 

ア濃度を効率的に減少させられるということが考えられる。

エネルギー効率を評価閨数として最適化を行った場合、GSは中心静脈周辺部特異的に発現する濃度勾配 

が選択されており、実際の肝小葉におけるGSの中心静脈特異的な高発現と良く似ていた[2][5][6]。CPSは門 

脈周辺部のみで高発現する濃度勾配が選択されており、門脈周辺部で高発現しているという点では似るもの 

の、実際の肝小葉においてCPSは中流域においても高発現しているため、門脈周辺部のみで高発現するとい 

うこの結果は必ずしも妥当なものではない[2][6]。 この最適化において、CPS，GSがこのような濃度勾配とな
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ったのは、両者がアンモニアという同じ基質を用いる競合間係にあり、 しかも双方ともにATPを消費するた 

め、アンモニアが豊富な門脈周辺部において尿素産生系の酵素であるCPSを促進し、GSを抑制した方が、 

尿素産生のエネルギー効率が高まるためであると考えられる。ただしこの説明は、門脈周辺部でCPSが高発 

現し、GSが低発現している理由の説明としては妥当なものの、GSが中心細哌 周迈 部で高発現している事実 

と矛盾する。従って、 この最適化の結果は、GS，CPSの濃度勾配の部分的な説明としては有用であるもの 

の、完全な説明になるとは言えない。

アンモニア濃度とエネルギー効率を線形結合したものを評価閨数として用いた場合、GS，OATは中心静脈 

周辺部で特異的に高発現する濃度勾配が選択された。GS，OATは実際の肝小葉では中心静脈周辺部特異的に 

発現しており、実際の肝小葉と近い濃度勾配が選択されたと言える[2][5][6]。また、CPSは門脈周辺部およ 

び中流域で高発現し、中心静脈周辺部において比較的低発現する濃度勾配が選択された。 こちらも、実際の 

肝小葉においてCPSは類洞上流域•中流域において高発現し、中心静脈周辺部において低発現するため、最 

適化の結果と類似性があった[2][6]。ただし、中心静脈周辺部におけるCPSの低発現は、実際の肝小葉で観 

察されるほど顕著では無かった。GSが中心静脈周辺部で特異的に高発現する濃度勾配が選択された理由と 

しては、前述の通り、CPS，GSはアンモニアという同じ基質を用いる競合閨係にあるが、中心_ 脈周辺部で 

のGSがアンモニアを除去するならば、CPSなどの尿素産生系との競合を抑えつつ、アンモニア濃度を低下さ 

せることが可能なため、エネルギー効率とアンモニア濃度の双方を両立させることができるためだと考えら 

れる。OATが中心静脈周辺部で高発現している濃度勾配が選択された理由としては、OATはGSの基質であ 

るグルタミン酸を産生するため、GSの流束を増加させるからだと考えられる。CPSは門脈周辺部（上流） 

で高発現しつつ、中流•下流においてもある程度の量発現している。 これはおそらく、エネルギー効率とし 

てみれば門脈周辺部のみで発現した方が有利である一方、アンモニア濃度の観点から言えば中流•下流域に 

おいて発現した方が有利であるというトレードオフが働いた結果であると考えられる。

肝小葉において、GSは門脈周辺部特異的に高発現し、CPSは門脈周辺部と中流域（中心静脈周辺部を除 

く肝小葉全体）において高発現する。エネルギー効率のみ、アンモニア濃度のみを評価閨数として、シミュ 

レーションと最適化を行った場合、 これらの結果を再現することはできなかったが、両者を線形結合した評 

価関数を用いた所、実際の肝小葉と良く似た結果が得られた。 このことから、肝アンモニア代謝における代 

謝区域化の進化の中で、エネルギー効率とアンモニア濃度の二つの淘汰圧が同時に働いていたことが示唆さ 

れた。

本研究のシミュレーション結果は、尿素産生系が除去できなかったアンモニアをGSが除去するとしたス 

力ベンジャーモデル[7]と全く矛盾するわけではないものの、スカベンジャーが進化の中で選択されてきた理 

由については、アンモニア除去という観点だけでは不十分であり、尿素産生のエネルギー効率という観点も 

必要なのではないかということが示唆された。

また、CPSの中流 •下流域での発現がアンモニア除去において有用であるというシミュレーション結果も 

得られており、中心静脈周辺部におけるアンモニア除去においても尿素産生系が重要であるとするJurandirら 
の主張[8]を支持する結果となった。
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