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１． はじめに

生体は，恒常性（homeostasis）と適応性（adaptation）と
いう，一見矛盾する特性を保持している．アミノ酸代謝も
この例外でなく，通常，細胞内の各アミノ酸濃度は正常に
バランスを取っている．一過的なアミノ酸摂取の過不足が
起こると，恒常性を維持するための制御が働くが，その過
不足が持続的に起こると，その環境に馴化し，新しい定常
値に移行するものと考えられる．
システム生物学の分野では，代謝経路，細胞内シグナル

伝達系等，ネットワークやパスウェイと呼ばれるものを研
究対象にしている．ネットワーク解析，特にパスウェイ解
析を行う上で最も心がけておかなければならないことは，
「パスウェイは物の流れを記述したものであって，制御の
ネットワークを表したものではない」ということである．
これまでのアミノ酸の制御の研究の多くは，アミノ酸の代
謝パスウェイの情報にとらわれすぎていたため，アミノ酸
のフローパスウェイとは異なる階層にある制御ネットワー
クを捉えることが困難であった．本稿では，まず，血中ア

ミノ酸プロファイルに焦点を当て，血中アミノ酸濃度の摂
動を与えることで，異常を感知し，修復を図る制御連絡網
を推定する手法を概説する．次に，健常群と疾患群の血中
アミノ酸プロファイルデータから，健常群と疾患群の血中
アミノ酸相互作用ネットワークの推定し，疾患を引き起こ
すアミノ酸相互作用の推定・抽出を行う手法を紹介する．

２． 必須アミノ酸マイナスワン試験

血中のアミノ酸は濃度バランスが保たれていることが知
られているが，疾患等で濃度インバランス（不均衡）が生
じたときに異常を感知し，修復を図る制御連絡網はどのよ
うなものであろうか．我々はすでに，１遺伝子破壊株を用
いたマイクロアレイデータから遺伝子間相互作用を推定す
る手法を確立している１～３）．この手法は，一般のネット
ワーク推定に適用可能であることから，この手法を用い
て，血中アミノ酸どうしの制御ネットワークの推定を試み
た４）．すなわち，必須アミノ酸の一つを抜いた食事（必須
アミノ酸マイナスワン食）を長期にラットに与え，血中ア
ミノ酸プロファイルの時間的変化（タイムコース）データ
を測定し，そのデータをもとに血中アミノ酸の制御ネット
ワークを推定した（図１参照）．必須アミノ酸マイナスワ
ン食実験は，欠如した必須アミノ酸は体内でほとんど合成
されないことから，１遺伝子破壊実験に相当するものであ
る．具体的には，ラットを用いて，ターゲットとする一つ
の必須アミノ酸の N量を Glnで置換した食餌（マイナス
ワン食）を６週間与え，尾静脈採血し，血中のアミノ酸濃
度を測定した．コントロール食としては，AIN-９３G精製
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飼料をベースに，カゼインをカゼイン組成アミノ酸に置換
したものを与えた．Thrを抜いた場合の結果を図２に示
す．縦軸は，コントロール食との比（Fold-Change）を表
しており，１以上の場合は，コントロールに比べて増加し
ていることになる．図のように，Thrを加えない食餌を与
え続けると，Tyr，Metをはじめ多くのアミノ酸が減少す
るが，Serや Hisなどのアミノ酸は増加する．このような
実験を，His，Ile，Leu，Lys，Met，Phe，Trp，Valについ

ても行った．それらのデータをもとに，閾値検定モデルお
よび多階層有向グラフモデルを用いて，実験結果を再現し
うるアミノ酸どうしの相互作用ネットワークを推定した４）

（図３）．図において，黒塗りつぶし矢印は活性化を，中抜
き矢印は抑制を，破線は相互作用の可能性（活性化あるい
は抑制）を表している．その結果は，次のようにまとめら
れる．① Lys濃度の変動はほかのほとんどすべてのアミノ
酸の濃度に影響を及ぼし，アミノ酸ネットワークの司令塔

図１ ネットワーク構造推定のための１遺伝子破壊実験と必須アミノ酸マイナ
スワン実験との類似性

マイナスワンされる必須アミノ酸は体内でほとんど合成されないため，１遺伝
子破壊と類似の効果を持つと考えられる．

図２ Thrマイナスワン食の各種アミノ酸濃度に対する影響
縦軸は，コントロール食試験との比率を表す．
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（オリジン）として機能する可能性がある，② Thrは多数
のアミノ酸と相互作用関係にあり，ネットワークハブとし
て位置づけられる，③ ThrとMetの関係は，互いに正と
負の相互作用を掛け合っており，ダイナミックレンジを調
節している可能性がある．推定したネットワークは，いわ

ば緊急状態の制御連絡網であり，物質の流れを表している
代謝マップとはまったく異なる構造をしていることがわか
る．この結果は，代謝マップ情報のみからは決して推定で
きなかったものであり，代謝物質のフローネットワークと
制御ネットワークは異なることが予想される．

３． ネットワーク感度解析

図３のネットワークには，多くの二つのアミノ酸相互作
用が推定されているが，どの相互作用が必要不可欠なもの
であろうか？ そのことを明らかにするために，マイナス
ワン食を用いて，血中アミノ酸濃度の時間的変化（タイム
コース）を測定した５）．具体的には，マイナスワン食を与
え始めて，１日目，２日目，１週間後，２週間後，…６週間
後に尾静脈より採血し，血中アミノ酸濃度を測定した．
Metマイナスワン食の場合と，Thrマイナスワン食の場合
の結果を，それぞれ図４および図５に示す．図は，注目す
る１１種のアミノ酸の濃度をレーダグラフにしたものであ
り，１００がコントロール食の場合を示す．どちらの図から
も明らかなように，マイナスワン食投与後，２～３週間で
アミノ酸バランスが形成されており，マイナスワンのアミ
ノ酸の種類によって，特異なレーダグラフパターンが作ら

図３ 必須アミノ酸マイナスワン試験結果より推定された血中
アミノ酸相互作用ネットワーク構造

黒塗りつぶし三角は活性化，白抜き三角は抑制を表す．破線
は，相互作用の可能性（活性化あるいは抑制）を表す．

図４ Metマイナスワン食に伴う各種アミノ酸濃度の時間的変化を表すレーダチャート
図中の数値１００は，コントロール食の場合のアミノ酸濃度を表す．
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れている．これらのタイムコース実験結果を再現しうる数
理モデルのパラメータ値推定を行った．用いた数理モデル
は，S-systemモデル＊であり，n 個の要素（ここではアミ
ノ酸）間の相互作用を表すことのできる微分方程式モデル
として広く用いられている（図６）．図の式において，gij
は実数値で，アミノ酸 Xiの合成過程に及ぼすアミノ酸 Xj
の相互作用係数（プラスなら活性化，マイナスなら抑制，

ゼロなら相互作用なし）を表し，hijは実数値で，アミノ
酸 Xiの分解過程に及ぼすアミノ酸 Xjの相互作用係数（プ
ラスなら活性化，マイナスなら抑制，ゼロなら相互作用な
し）を表す．実験タイムコースが再現できるように，実数
値パラメータ gij，hijの値を最適化手法を用いて推測する．
なお，hijについては，hij（i≠j）は，ゼロとした．推定し
た gijの値を図７に示す．この相互作用係数の中で，どの

図５ Thrマイナスワン食に伴う各種アミノ酸濃度の時間的変化を表すレーダチャート
図中の数値１００は，コントロール食の場合のアミノ酸濃度を表す．

S-systemモデル：
n 個のシステム構成要素（遺伝子，アミノ酸など，システムを構成している物質）Xi（i＝１，２，…，n）の値（濃度，発
現量に相当）が時間的に変動し，Xiどうしが相互作用しているネットワークシステムを考える．Xiの時間的変化（速度式）
を考えるとき，一般に次式で表される．

dXi
dt＝Fi

＋（X１，X２，…，Xn）－Fi－（X１，X２，…，Xn） （i＝１，２，…，n） （１）

式（１）において，右辺第１項，第２項はそれぞれ，物質 Xiの生成および分解を表す関数である．通常は，質量作用則に
基づいて立式するが，遺伝子ネットワークやアミノ酸相互作用のように，反応のメカニズム，相互作用の仕方に関する情
報がほとんど得られないものについては，下記のような，べき乗則に基づく S-system記述法を用いる．

Fi＋（X１，X２，…，Xn）＝in
j＝１Xjgij （i＝１，２，…，n）

Fi－（X１，X２，…，Xn）＝in
j＝１Xjhij （i＝１，２，…，n） （２）

式（２）において，gijは，Xiの生成過程に関与する Xjの相互作用係数であり，同様に，hijは，Xiの分解過程に関与する Xj
の相互作用係数である．どちらも，プラスの数値なら正の相互作用，マイナスなら負の相互作用，ゼロなら相互作用なし
と定義する．また，iおよび iは，速度定数を表す．Xiの実験タイムコースデータを再現しうる i，i，gij，hijを最適化
して，相互作用を推定する．
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相互作用が必要不可欠なものであるのか感度解析法を用い
て調べた．感度解析法とは，たとえば，推定した各パラ
メータ値を１０％変動させたときに計算されたアミノ酸の
タイムコースが実験タイムコースとどの程度異なってくる
かを数値化して調べる手法である．数値が大きいほうが感
度が高いことになり，ネットワークを推定する上で，重要
なパラメータといえる．最大の感度を１００として，すべて
のアミノ酸相互作用の感度を表したものを図８に示す．感

度の高い相互作用のベスト３は，Leuから Valへの負の相
互作用（相対感度１００），Metから Thrへの負の相互作用
（８１．０），Leuから Ileへの負の相互作用（５６．８）であった．
この中で，Leuから Valへの負の相互作用および Leuから
Ileへの負の相互作用は，分枝鎖アミノ酸（BCAA）であ
るロイシン，イソロイシン，バリンの間の制御関係を示し
ており，ロイシンの代謝産物（-ケトイソカプロン酸）は
３者共通の分解酵素（branched chain alpha-keto acid dehydro-
genase）を活性化することはすでに知られている．代謝
マップの情報を考慮せずに３者の制御関係を推定できたこ
とは推定法の有用性を示すものであろう．生物学的知見と
推定結果を照らし合わせると，１）バリン単独投与による
肝細胞再生促進効果は認められるものの，ロイシンとバリ
ンの複合投与ではその効果が減少することが報告されてお
り６），その実験結果をこの推定は支持している，２）メチオ
ニンが過剰になるとトレオニンが減少することが実験的に
わかっている，また，８．５CMT［低カゼイン（８．５％）食
（８．５C）に少量のメチオニンとトレオニンを添加したアミ
ノ酸補足食］は，著しいタンパク質栄養障害を伴わない７），
などのように，推定結果と生物学的実験事象が一致してい
る．

図６ アミノ酸濃度の時間的変化を表す微分方程式 S-systemモデル

図７ 推定された血中アミノ酸相互作用ネットワークと相互作
用係数（gij）

正の数値は活性化を，負の数値は抑制を表す．

図８ 図７のネットワークの相互作用係数の感度解析結果
最も感度の高い相互作用係数の感度を１００として表している． は抑
制作用を， は活性作用を表す．
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４． 回復試験

これまでは，コントロール食（AIN-９３Gベースで，カ
ゼインはカゼイン組成アミノ酸に置換したもの）の代わり
に，一つの必須アミノ酸を抜いたマイナスワン食を６週間
食餌として与えて，血中アミノ酸濃度を測定した．次に，
６週間後に標準食（コントロール食）に戻し（これを０日
とする），その後，１日目，２日目，…１４日目に同様に尾
静脈より採血し，血中アミノ酸濃度を測定するという回復
試験を行った．Metマイナスワン試験＋回復試験，Thrマ

イナスワン試験＋回復試験，Leuマイナスワン試験＋回復
試験の結果をそれぞれ，図９～図１１に示す．図において
左半分がマイナスワン食餌期間（～６週間），右半分が回
復期間（標準食に戻す）の各アミノ酸濃度のレーダチャー
トである．どの場合も回復は非常に早く，標準食切り替え
後３日目には，マイナスワン６週間後（day４２）のレーダ
チャートとまったく異なるパターンを呈し，正常の状態に
回復しつつあることがわかる．回復期間の各アミノ酸濃度
が正常状態（数値１００）に戻る過程に注目すると，Thr（レー
ダチャートの１２時の位置）と Ser（レーダチャートの１
時付近）の動きがほかのアミノ酸に比べて特異であり，特

図９ Metマイナスワン試験およびその回復試験に伴う各種アミノ酸濃度の時間的変化を表すレーダチャート
図中の数値１００は，コントロール食の場合のアミノ酸濃度を表す．図の左半分はMetマイナスワン試験期間の結果を，右半分は回
復試験期間の結果を表す．

３１２

生化学 第８６巻第３号（２０１４）



に Thrはほかのアミノ酸がほぼ正常に戻った後に戻るとい
う動きを観察することができる．このことから，トレオニ
ンは，アミノ酸のインバランスセンサーのような役目をし
ているのではないかと推測することができる．このことに
ついては今後，詳細な実験を行う必要がある．

５． Ⅰ型糖尿病発症に伴う血中アミノ酸変動の代謝制御
ネットワーク解析

インスリン２（Ins２）遺伝子の異常を持ち，常染色体優
性遺伝形式で糖尿病を発症するⅠ型糖尿病（DM）モデル
マウス８）（AKITAマウス，DM群）と健常マウス（健常群）
を用いて，糖尿病の遠因となるメタボリックシンドローム

との相関が高い五つのアミノ酸（Ala，Gly，Leu，Ile，Val）
の週齢３から週齢２０までの血中濃度変化を調べ，それら
のアミノ酸プロファイルデータを再現しうる S-systemの
パラメータ（gij，図６参照）の推定を行った９）．その結果
を図１２，図１３に示す．シンボルは実験結果で，曲線が S-
systemの推定結果を示す．推定した S-systemパラメータ
gijは，五つのアミノ酸間の相互作用を表し，その結果を
健常群，DM群で比較したものを図１４に示す．図中の数
字は gijの値であり，プラスならば活性化，マイナスなら
ば抑制を表す．図１４から，健常群と DM群とでは，Val
→Ala，Leu→Ala，Ala→Ile，Gly→Val間の相互作用が逆
転していることがわかる．図１４に示す相互作用係数 gijの
中で，どの相互作用が必要不可欠なものであるのを，３節

図１０ Thrマイナスワン試験およびその回復試験に伴う各種アミノ酸濃度の時間的変化を表すレーダチャート
図中の数値１００は，コントロール食の場合のアミノ酸濃度を表す．図の左半分は Thrマイナスワン試験期間の結果を，右
半分は回復試験期間の結果を表す．
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の「ネットワーク感度解析」で述べた手法を用いて調べた．
結果を図１５に示す．矢印は正の相互作用，Tバーは，負
の相互作用を表す．図中の横棒グラフは，最も感度の高い
相互作用を１００％とした，相対感度である．ネットワーク
構造中で最も感度が高かったアミノ酸相互作用は健常群で
は Glyから Ileへの正の相互作用，DM群では Alaから
Glyへの正の相互作用であった．DM群で最も感度の高
かった Alaから Glyへの正の相互作用は，健常群では３番
目に，健常群で最も感度の高かった Glyから Ileへの正の
相互作用は，DM群で７番目になっている．さらに，図
１５の健常群と DM群の各相互作用の相対感度の全体像を

比較すると，健常群では全体的に感度が分散しているのに
対して，DM群では，１番目の Alaから Glyへの正の相互
作用に感度が集中しており，２番目以下の感度は３０％以
下になっている．以上の結果から，健常群から疾患群（こ
の場合は，DM群）に移行する段階で，相互作用やその感
度が変化する可能性が考えられる．このことは今後，詳細
に検討する必要があるが，未病・疾患の早期スクリーニン
グへの可能性が期待でき，図１６のようにまとめられる．

図１１ Leuマイナスワン試験およびその回復試験に伴う各種アミノ酸濃度の時間的変化を表すレーダチャート
図中の数値１００は，コントロール食の場合のアミノ酸濃度を表す．図の左半分は Leuマイナスワン試験期間の結果を，右
半分は回復試験期間の結果を表す．
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図１２ 健常群の血中アミノ酸（Ala，Gly，Leu，Ile，Val）プロファイル
タイムコース

シンボルは実験結果で，曲線は S-systemモデルでパラメータフィッティ
ングした計算タイムコース．実験結果と計算結果の１点あたりの平均二乗
誤差は７．３７％．

図１３ DM群の血中アミノ酸（Ala，Gly，Leu，Ile，Val）プロファイル
タイムコース

シンボルは実験結果で，曲線は S-systemモデルでパラメータフィッティ
ングした計算タイムコース．実験結果と計算結果の１点あたりの平均二乗
誤差は６．６３％．

図１４ 健常群と DM群の血中アミノ酸代謝制御
ネットワーク解析結果． は正の相互作用， は負の相互作用，数字は推定した S-systemのパラメータ（gij）の値を表す．
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図１５ 健常群と DM群の血中アミノ酸代謝制御ネットワークにおける感度解析
それぞれの図において，横棒は最も感度の高い相互作用を１００％とした相対感度を表す．

図１６ 疾患を引き起こすアミノ酸相互作用の推定・抽出を目指したネットワーク解析のストラテジー
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６． まとめ

１節「はじめに」でも述べたように，生体は，恒常性と
適応性という特徴を併せ持つ．細胞内のアミノ酸の濃度も
その例外ではなく，健常では一過性の摂動（外乱）を受け
ても，代謝制御が働き，恒常性が保たれるが，その摂動が
持続的になると，次第にその外部環境に馴化して，疾患に
移行する可能性が考えられる．本稿で述べた手法は，健常
から疾患へ移行する段階をシステム生物学的手法でとらえ
ることができることを示した．今後，図１６で示したスト
ラテジーが各種疾患に適応されることを期待する．
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