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大腸菌窒素同化システムの
ポジティブフィードバック制御のシンプルモデル

真 崎 浩 一†,†† 倉 田 博 之†

大腸菌 GlnKノックアウト株の窒素同化システムのダイナミックシミュレーションによって，環境
中のアンモニア濃度の変化に対してシステムがヒステリシスを示すことが予測されている．このヒス
テリシス挙動がポジティブフィードバック制御に起因することを，シンプルモデルを用いた理論解析
により明らかにした．シンプルモデルにおいて立式した 3次方程式を解くことによって，システムが
複数の定常解を示すアンモニア濃度範囲が存在することが分かった．また，ポジティブフィードバッ
ク制御を強くすると，複数の定常解を示すアンモニアの濃度範囲が拡大し，逆に弱くすると，定常解
が 1 つになることを示した．

A Simple Model of Positive Feedback of
the Nitrogen Assimilation System in E. coli

Koichi Masaki†,†† and Hiroyuki Kurata†

Computer simulation predicted that the nitrogen assimilation system in the GlnK knock-
out mutant of E. coli shows hysteresis with respect to changes in the extracellular ammonia
concentration. To theoretically elucidate the mechanism of how hysteresis is generated, we
reduced the dynamic model to a simple model with third-order equations. Theoretical anal-
ysis of the simple model shows that a positive feedback control is responsible for hysteresis.
The system has two steady-state solutions within a specific range of ammonia concentrations.
The range that provides two solutions expands when the positive feedback becomes strong,
while the system has only one solution when the positive feedback is weakened.

1. は じ め に

バイオインフォマティクスの進展により，遺伝子発

現データをはじめとした膨大なデータが解析可能と

なった．これにより得られた結果から生命システムの

ダイナミクスを理解しようとする試みが進んでいる．

このような目的を持つ研究分野としてシステムバイオ

ロジがあげられる1)．その成果の一例として，概日リ

ズムや発生メカニズムの解明がある．これらシステム

バイオロジによる生命システムの動的挙動を解明する

試みは，環境変化や遺伝子変異によるシステム挙動の

変化を予測するだけにとどまらず，生命の設計原理の

解明へとつながる．システムバイオロジ研究は大きく

わけて以下の 4つの段階を持つ2)．
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( 1 ) 物理構造を含めた遺伝子制御や生命分子ネット

ワークなどの構造を理解する段階

( 2 ) システムダイナミクスを理解するために定量的

および定性的システム解析を行い，高い予測能力を持

つモデルと理論を構築する段階

( 3 ) システム解析結果に基づいて，システムを特定

の状態に誘導する制御理論を構築する段階

( 4 ) 生命システムの設計原理を理解し，人間が求め

る動的挙動を再現するシステムを設計する段階

現段階でのシステムバイオロジの主要な目的は「生

命分子ネットワークを作り，分子相互作用レベルの予

測・理解をすること」にある．ここでは複雑な生命分子

ネットワークのモデルの作成，シミュレーションや理

論解析が重要な手段となる．しかし，多数のフィード

バック制御が複雑に連動して成り立っている生命分子

ネットワーク全体の性質をそのまま解析することは難

しい．よって，特定の制御構造における動的特性をシ

ミュレーションや理論解析に基づいて解明する必要が

ある．我々は先行研究として大腸菌の窒素同化システ
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図 1 シミュレーションによるヒステリシス
Fig. 1 Hysteresis in the nitrogen assimilation system.

ムについての詳細なモデリングと動的シミュレーショ

ンを行ってきた．このシミュレーションにより，窒素

同化システムはアンモニア濃度変化に対してヒステリ

シスを示すことが予測されている3)（図 1）．また，シ

ミュレーションによるとGlnKをノックアウトした場

合，ヒステリシスがより顕著となることも示されてい

る．このシミュレーションを支持する実験結果として

GlnKをノックアウトした株では，10時間以上の間，

窒素が欠乏した環境に晒されると，その後アンモニア

が与えられても正常状態へ回復できないという報告が

ある4)．この実験結果はヒステリシスを示す挙動であ

ると推測される．本研究の目的は，GlnK欠損株の窒

素同化システムにおけるヒステリシスの発生機構を，

シンプルモデルを用いて理論的に解析することである．

2. 窒素同化システム

本章では，対象とした窒素同化システムについて説

明を行う．大腸菌はグルタミンを合成するためにアン

モニアが必須である．グルタミンは，グルタミン合成

酵素（GS）がグルタミン酸にアンモニアを付加するこ

とによって合成される．このグルタミン酸は TCA回

路の中間代謝物である α ケトグルタル酸から生成さ

れる．システムは環境中のアンモニア濃度が変化した

場合に，GSの活性や発現量を変化させることによっ

て，アンモニア同化速度を調節し，グルタミンと α ケ

トグルタル酸のバランス（N/C ratio）を一定に保つ

ように機能する5)．

窒素同化システムは GSの制御という観点から，活

性制御モジュールと合成制御モジュールに分けられる．

前者は GSの活性・不活性をタンパク質レベルで調節

する役割を持つ系であり，後者は遺伝子転写のレベル

で GSの発現量を制御している系である．

既往のシミュレーションでは，アンモニア濃度変化

に応じて GS発現量が変化することにより，ヒステリ

シスが見られる．よって本研究では活性を調節する活

性制御モジュールではなく，合成制御モジュールを対

象とする．GSの合成制御モジュールは複数のタンパク

質により調節されている．タンパク質 NRII，NRIは

リン酸カスケードを形成している．リン酸化したNRI

（NRI-P）はプロモータ glnAp2に結合することでGS，

NRI，NRIIを転写誘導し6)，これらの発現量を増大さ

せる．すなわち，リン酸化 NRIが NRI自体の転写を

促進させるというポジティブフィードバックとなって

いる．PIIおよびGlnKは，その転写制御は異なるが，

ほぼ同じ機能を示すタンパク質である．glutamineは

UTURと結合し，PII-UMPとGlnK-UMPを脱ウリ

ジル化させる．脱ウリジル化された PIIおよび GlnK

は，NRIIと結合することで NRII-NRIのリン酸カス

ケード反応を抑制する．それによって GSの合成が抑

制され，glutamine合成が低下する．これはネガティ

ブフィードバックを形成している．同時に，NRI合成

のポジティブフィードバックを抑制する働きを示す．ウ

リジル化した PII-UMPおよび GlnK-UMPは NRII

と結合しないため，ポジティブフィードバックを抑制

しない．

GlnKをノックアウトした株では，ポジティブフィー

ドバックを抑制する因子が PIIのみとなるために，野

生株よりもポジティブフィードバックの影響が支配的

になる．

3. ヒステリシス

ヒステリシスとは，あるパラメータ変化に対して特

定の挙動の変化を調べたとき，そのパラメータ変化の

経路に依存して挙動が異なる現象である7)．たとえば，

ヒステリシスを示す系では，ある変数の増加時と減少

時では，系は異なるルートをたどり，双安定性を示す

状態を持つ．ヒステリシスはポジティブフィードバッ

クとネガティブフィードバックにより生み出される7)．

本研究の対象である窒素同化システムでは，細胞内

の glutamine濃度が環境中のアンモニア濃度の増減に

対してヒステリシスを示すと予測されている．

4. シンプルモデルの作成

我々は，ヒステリシス挙動が GS合成制御モジュー

ル内のネガティブ・ポジティブフィードバックに起因

すると推測した．そこで，ヒステリシス発生のメカ

ニズムを理論的に解析するため，ポジティブフィード

バック制御とネガティブフィードバック制御を持つシ
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図 2 GS 合成制御モジュールから抽出したフィードバック
Fig. 2 Feedbacks extracted from the GS synthesis module.

ンプルな数学モデルを作成する．我々は，ヒステリシ

スを顕著に示す GlnK ノックアウトモデルの数学モ

デルを作成した．図 2 は GS 合成制御モジュール内

のフィードバック制御を抜き出した図である．記述は

CADLIVE の記述方式に従った8)．図 2 に示された

フィードバックループからシンプルモデルを作成する．

GlnKに関する反応はノックアウトモデルなので点線

で示してある．

図 3 は図 2 のフィードバックループを簡略化した図

である．NRIとNRIIの機能をまとめた仮想タンパク

質としてNRを定義することによって，NRII-NRIの

リン酸カスケードを簡略化した．NRは，プロモータに

結合することによって，NRとGSの合成を促進する．

すなわち，DNA結合タンパク質（転写因子）として働

く．ここで NRは NR自身の転写を促進するポジティ

ブフィードバックを形成している．一方，酵素である

GSはNH3 の同化反応を触媒して，glutamineを生産

する．glutamineは UTURを介して信号を PIIに伝

達するが，図 3 ではその反応を省略して，glutamine

が PIIと結合し，複合体 glutamine:PIIを形成するこ

とにした．つまり，glutamine，UTUR，PII の反応

カスケード（直列に並ぶ反応群）を短縮した．複合体

glutamine:PII は NR と結合することによって，NR

の DNAへの結合を抑制し，その結果GSと NRの合

成が抑制される．この一連の反応では，GSは GS自

図 3 簡略化したフィードバックループ
Fig. 3 Simplified feedback loops.

図 4 シンプルモデルのネットワーク
Fig. 4 A network of a simplified model.

身の転写を抑制するネガティブフィードバックを形成

している．今回はGlnKノックアウトモデルを解析す

るので，GlnKはシンプルモデルから省略する．

図 3 のネットワークをさらに簡略化することによっ

てシンプルモデルを作成した（図 4）．まず，複合体

glutamine:PIIが，NRと複合体を形成する反応を省

略し，直接 glutamineがNRと結合するとした．続い

て，GSと全NR（TNR，Tは総濃度を表す接頭文字）

の発現量は等しいと仮定して，GS = TNR とした．す

なわち，GSは TNRによって置き換えた．また，NR

とプロモータの結合はミカエリス・メンテン型の式で

表現した．以上により，シンプルモデルは 2つの微分

方程式と 2つの代数方程式で表される．代数方程式は

迅速平衡近似を用いて導出した．このシンプルモデル

はNRがNR自身の転写促進を行うポジティブフィー

ドバック構造と，GS（TNR）が glutamineを合成し，

glutamineと NRが結合することでGS（TNR）の転

写を抑制するネガティブフィードバック構造とを保持

している．すなわち，図 2 の GS合成モジュールの制

御構造を保持している．

dTNR

dt
= a + k1 · NR

NR + Km
− k2 · TNR = 0

(1)
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dTglutamine

dt
= kg · NH 3 · TNR

− k3 · Tglutamine = 0 (2)

Tglutamine = glutamine + K · glutamine · NR

(3)

TNR = NR + K · glutamine · NR (4)

ここで，K は NR と glutamine の結合定数，a は

TNR の基礎合成速度定数，Km は NR とプロモータ

の結合定数，k1 は TNR の合成速度定数，k2 は TNR

の分解速度定数，k3 は全 glutamine（Tglutamine）の

分解速度定数である．kg は Tglutamine の合成速度定

数で，今回は 1 [s−1M−1] とした．シンプルモデルの

微分方程式には定常状態近似を用いた．上記式 (1)～

(4) を展開，代入することにより，Tglutamine につ

いての 3次方程式を得た．

この 3次方程式はカルダノ法を用いて解いた．カル

ダノ法の仕組みは以下のとおりである．

3次方程式

ax3 + bx2 + cx + d = 0 (5)

に対して，t − b
3a
とおくと

a
(
t − b

3a

)3

+ b
(
t − b

3a

)2

+ c
(
t − b

3a

)
+ d

= at3 +

(
− b2

3a
+ c

)
t +

(
2b3

27a2
− bc

3a
+ d

)
となる．ここで，

p = − b2

3a
+

c

a
, q =

2b3

27a3
− bc

3a2
+

d

a

とすると，

t3 + pt + q = 0 (6)

となる．さらに t = u+ v とおき式 (6)に代入すると，

t3 + pt + q = (u + v)3 + p (u + v) + q

= u3 + v3 + (3uv + p) (u + v) + q

である．ゆえに{
u3 + v3 + q = 0

3uv + p = 0
(7)

である．

u3v3 = − p3

27
u3 + v3 = −q

であるので，u3，v3 を解とする，t の 2次方程式は，

t2 + qt − p3

27
= 0 となる．

2次方程式の解の公式より

u3, v3 = − q

2
±

√
q2

4
− p3

27

u =
3

√
− q

2
+

√
q2

4
+

p3

27

v =
3

√
− q

2
−

√
q2

4
+

p3

27

ここで ω = −1+
√

3i
2

とすると，解は ωku + ω3−kv，

（k = 0, 1, 2）となる．

5. 結 果

カルダノ法を用いて表 1 の条件における 3 次方程

式の解を算出した．シンプルモデルが生化学モデルで

あることを考慮して，NR や glutamine が負の値を

とる解や虚数解は除外した．

変数 NH 3 に対する Tglutamine の定常解をプロッ

トしたものを図 5 に示した．変数 NH 3 の値が 15.5～

23.6 [nM]の範囲で複数の定常解を持つ双安定性が示

された．NH 3 が 23.6 [nM] 以上になると双安定性が

表 1 計算条件 1

Table 1 Lists of parameter values.

パラメータ 値

K [M−1] 0.4

Km [nM] 15

k1 [s−1] 10

k2 [s−1] 0.1

k3 [s−1] 10

a [s−1] 0.5

NH3 [nM] 0～100
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図 5 NH 3 に対する Tglutamine の定常解
Fig. 5 Steady state solutions of the glutamine concnetra-

tion with respect to the NH3 concentration.

図 6 2 次元パラメータ空間上での定常解の存在
Fig. 6 Steady state solutions in the two dimensional

parameter space.

崩れ，定常解が 1つとなった．このように，ある NH 3

濃度範囲においては 2つの解を持ち，その濃度域以外

では 1つに戻っている．システムはアンモニアが高濃

度から低濃度へと移行する際には Aの経路をたどり，

点 aまで達すると考えられる．逆に低濃度から高濃度

へと移行する場合は，システムは点 a から B の経路

をたどり点 bへ達し，以降は不安定となり Aの経路

へと移行すると考えられる．これはシミュレーション

のヒステリシス挙動（図 1）に一致している．

続いて，ポジティブフィードバックにおいて重要な

パラメータである Km と NH 3 に関してのパラメー

タ空間における定常解の個数をプロットした（図 6）．

条件は表 2 のとおりである．Km は NR とプロモー

タとの結合定数であり，ポジティブフィードバックの

強さを決める．Km の値が大きければ，ポジティブ

フィードバックは弱まる．逆に Km の値が小さけれ

ば，ポジティブフィードバックは強くなる．

図 6 より Km が 22 [nM]以上になり，ポジティブ

フィードバックの働きが弱まると，2つの定常解が存

在する NH 3 濃度範囲が消失することが示された．シ

ステムの解が 1 つとなり，広い NH 3 濃度範囲にお

いて可逆反応を示す．また Km が 22～2 [nM]に小さ

くなり，ポジティブフィードバックが強まると，解を

表 2 計算条件 2

Table 2 Lists of parameter values.

パラメータ 値

K [M−1] 0.4

Km [nM] 0～30

k1 [s−1] 10

k2 [s−1] 0.1

k3 [s−1] 10

a [s−1] 0.5

NH3 [nM] 0～100

2つ持つアンモニア濃度範囲が出現した．Km が 7～

22 [nM]の範囲では，アンモニア濃度の変化に対して，

定常解が 1つの場合と 2つの場合とが混在している．

これはヒステリシスの挙動を示している．Km が 2～

7 [nM]のとき，NH 3 濃度 100 [nM]においても，2つ

の定常解を持つ状態が保持された．これは 100 [nM]

以下の範囲において NH 3 濃度に対する不可逆反応を

示唆している．さらに Km が 2 [nM] 以下となると，

再び NH 3 濃度 0～100 [nM]の範囲では定常解が 1つ

のみとなった．

6. お わ り に

理論解析により，ポジティブフィードバック制御のパ

ラメータの変化によっては複数の定常解を持つことが

明らかとなった．この複数の定常解の存在によりシス

テムにヒステリシスが引き起こされることが示された．

シンプルモデルは理論解析のため単純化したモデルで

あるが，制御の構造を失わないようにモデルの変数や

式数を減少させた．シンプルモデルでは，glutamine，

UTUR，PII，NRI-NRIIという反応カスケード（直

列に並ぶ反応群）を glutamineとNRからなる 1つの

反応にまとめ，同じ転写制御メカニズムを持つ GSと

NRをまとめている．GS合成モジュールの持つポジ

ティブフィードバックおよびネガティブフィードバッ

ク構造は維持され，制御の本質的構造を消失しない

シンプルモデルが導出された．よって，シンプモデル

において，実際のモジュールと同様の制御が行われて

いると考えられる．シンプルモデル解析においてヒス

テリシスを示す解が得られたことは，GlnK欠損株に

おけるヒステリシスは合成制御モジュールのフィード

バック制御に起因するものであると推測できる．また，

図 6 の結果より，ヒステリシスの発生はポジティブ

フィードバックの強さによって決定されることが示さ

れた．GlnKはポジティブフィードバックの影響を弱

めることで，ヒステリシスを抑制していると考えられ

る．実験によるとGlnK欠損株は窒素欠乏下から正常

状態へ回復できないことが報告されている4)．これは
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GlnKのノックアウトによりポジティブフィードバッ

クの抑制効果が低下し，ヒステリシス，もしくは不可

逆変化を示したものと推測される．
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