
緒　　　言

　外来の DNA により生物の機能を制御する遺伝子工学
では，外来 DNA の宿主への導入のためにしばしばプラ
スミドと呼ばれる小分子の DNA が用いられる．プラス
ミドは多くの場合環状で，宿主の細胞内で複製するため
の複製起点や，プラスミドが導入された細胞を識別する
ための選択マーカー遺伝子を持つ．大腸菌や酵母などの
宿主生物で遺伝子工学用に用いられるプラスミドは，そ
もそもその宿主が持つ内在性のプラスミドを改変して作
られていることが多い．出芽酵母 Saccharomyces cerevi︲
siae の 2 µ プラスミドもそのようなプラスミドの 1 つで
ある．S. cerevisiae には，2 µ プラスミド（ 2 µm DNA，
2 µm circle）と呼ばれる環状の DNA が内在的に存在し
ている1）．2 µ プラスミドは，その存在が宿主細胞である
S. cerevisiae にいかなる利益も与えない「利己的な DNA」
であると考えられている． 2 µ プラスミドは宿主の複製
サイクルに伴って増幅する．この増幅は，ローリングサ
イクル複製によって行われるため，プラスミドは 1 細胞
周期で多コピー化することができる2，3）．ローリングサイ
クルによる増幅は，Flp が触媒するプラスミド分子内の
部位特異的組み換えが引き金となって生じ，プラスミド
上にコードされた 3 種類のタンパク質を介したフィード
バックにより抑制される．さらにこのプラスミドは，STB
と呼ばれる DNA 領域を介して宿主の染色体に結合しな
がら娘細胞に安定に分配される2，3）．結果としてプラスミ

ドの細胞内のコピー数は50コピー程度に安定に維持され
る．
　 2 µ プラスミドの複製起点を含む DNA 断片に選択マ
ーカー遺伝子を連結させたプラスミドは酵母細胞で数十
コピーとなり安定に維持されるため，酵母細胞の遺伝子
工学用のプラスミドベクターとして利用されており，総
称として yeast episomal plasmid（YEp）と呼ばれてい
る4，5）．YEp プラスミドは，内在性の 2 µ プラスミドがも
つ Flp 認識領域（FRT）を欠失している．従って，この
プラスミドはローリングサイクル増幅せず，宿主の
DNA と同様に細胞周期あたり 2 倍の複製サイクルを持
ち，フィードバックを介したコピー数制御も存在してい
ないと考えられる．実際，様々な YEp プラスミドの細胞
内での平均コピー数は，そこに組み込まれた DNA の影
響をうけて 9 から240コピーとなり，コピー数制御が存在
する内在性の 2 µ ミクロンプラスミドと大きく異なる6）．
　YEp プラスミドである pSBI40や pTOWug2-836，
pTOW40836の細胞内のコピー数も，プラスミド上の遺
伝子が細胞に及ぼす影響に応じて変動する7-9）．この性質
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を利用すると，プラスミドに組み込んだ遺伝子のコピー
数変動が細胞に及ぼす影響を，平均プラスミドコピー数
を指標とすることで評価できる．例えば，ロイシン合成
酵素 LEU2の発現量低下型アリル leu2d が組み込まれ
た pSBI40を LEU2欠損の酵母細胞に導入し，この酵母株
をロイシンのある培地とない培地で培養すると，プラス
ミドのコピー数はそれぞれ約35と150コピーとなる7）．こ
れは，leu2d の必要性に応じてプラスミドのコピー数が
変動することを意味する．一方，このプラスミドに過剰
発現が増殖に悪影響を与える遺伝子を組み込むと，プラ
スミドのコピー数はその悪影響の度合いにより下がる．
例えば，細胞周期の制御因子である MCM1を標的遺伝子
として組み込んだ pSBI40のコピー数は，ロイシンのある
培地とない培地でそれぞれ平均して3.4と11.9コピーとな
る．ロイシンのない培地でのコピー数決定のメカニズム
は，leu2d によるコピー数上昇の選択圧と，MCM1過剰
による増殖阻害がもたらすコピー数下降の選択圧との均
衡によるものと考えられる．筆者らは，この均衡を利用
して標的遺伝子の過剰が及ぼす増殖阻害の度合いを測定
する実験手法を，「遺伝子つなひき（gTOW）法」と呼び， 
これまでに S. cerevisiae のほぼすべての遺伝子（5,700）
について gTOW 法による解析を終了している9）．また，
分裂酵母 Schizosaccharomyces pombe においても gTOW
法を開発し細胞周期関連遺伝子の解析を行った10）．
　gTOW 法の原理はプラスミドの分配と細胞の増殖を
加味した以下のモデルで説明できる．このモデルの前提
は，gTOW 法にもちいるプラスミドが多コピーであり，
適度なばらつきをもって娘細胞に分配されることであ
る．ばらつきの結果生じた多数の細胞の中で，最大の増
殖速度を与えるコピー数のプラスミドをもつ細胞が，優
先的に成長しプラスミドを複製して，そのコピー数に近
いプラスミドをもつ子孫細胞を生じさせる．これが繰り

返されることで，最終的に集団が持つプラスミドのコピ
ー数は最大の増殖速度を与えるコピー数に収束する．こ
のモデルは YEp プラスミドの性質から直感的に考えた
ものである．本研究では，上記の前提から gTOW 法で
見られるプラスミドコピー数の変動・収束現象が生じる
かを理論的に検討するために，プラスミド複製と分配，
プラスミドが与える増殖速度の違い（適応度）を組み込
んだ数理モデルを構築し，これを用いた計算機シミュレ
ーションを行った．その結果，内在性の安定化機構を持
たない 2 µ プラスミドのようなプラスミドは，組み込ま
れた遺伝子が与える適応度により集団中のプラスミドコ
ピー数を変動させる性質をもつことが確かめられた．さ
らに，ランダムに分配されるプラスミドは，プラスミド
維持の選択圧のみで20コピー程度の平均コピー数に保持
されることも明らかとなった． 

方　　　法

　図 1 に，構築した数理モデルの概要を示す．この数理
モデルは，Sand らの数理モデルを筆者らのケースに合わ
せて発展させたものである11）．
　酵母細胞内の YEp プラスミドは，細胞周期に沿って次
の様な運命を辿ると仮定する． 1 ）細胞内のプラスミド
は，合成期に DNA の複製にともない 2 倍に増幅される．
2 ） 2 倍に増幅されたプラスミドは，分裂期に母細胞と
娘細胞にランダムに分配される． 3 ）細胞内のプラスミ
ドコピー数の違いが細胞の適応度に違いを生じさせる．
1 ）より，DNA 複製前の細胞内のプラスミドコピー数

（Nn-1）と複製後のそれ（N）の関係を，
 （式 1 ）

と表すことができる． 2 ）において，N コピーのプラス
ミドを持った母細胞が分裂し，R コピーの母細胞が生じ
るとき，プラスミドの分配は，
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Fig. 1  A mathematical model of 2 µ plasmid distribution.  
The detail of the model is described in the Methods section.



 （式 2 ）

の組み合わせを持つ．よって，N 個のプラスミドを持った
母細胞から分裂し，R 個のプラスミドを持つ母細胞と N−
R 個のプラスミドを持つ娘細胞が生じる確率（Probability）
は，

 （式 3 ）

となる．3 ）では，適応度（Fitness）はプラスミドコピー
数を変数とする関数として定義した．また，Fitness＝ 1
はその細胞が野生株と同様の適応度であることを意味す
る．本研究では，これらの式を Python（バージョン3.6.6）
を用いて計算した．Python の計算用ライブラリとして
Numpy（バージョン3.1.1）を利用した． 

結果および考察

　遺伝子工学でもちいられる 2 µ プラスミドの栄養要求
性マーカーは，大抵の場合， 1 コピーあれば栄養要求性
を補えると考えられている．そこで，最も単純なモデル
として，次の Fitness 関数を定義する．

 （式 4 ）

　式 4 に従った数理モデルによるシミュレーションの結
果を図 2 示す．ここで N の最大値は複製前200コピー，
複製後400コピーとし，初期条件を100コピーとした．
　図 2 A は各世代での細胞集団の変遷を示す．プラスミ
ドコピー数の分布はコピー数の小さい側へと変遷し，最
頻値は 1 コピーとなった．図 2 B は各世代での平均プラ
スミドコピー数を表し，平均コピー数は約26コピーで収
束した．この変遷は，式 2 のプラスミドの分配の組み合
わせの性質から説明することができる．組み合わせの数

とプラスミドのコピー数 R のバリエーションはそ
れぞれ N に依存する．よって，確率的な分配により小さ
い N を持つ細胞が生じたとき，その細胞からふたたび大
きな N を持つ細胞が生じる確率は低くなる．そのため，
世代数の増加に伴い，プラスミドコピー数の分布はコピ
ー数の小さい側へと変遷する一方で，大きな N を持った
細胞は大きなプラスミドコピー数 N の組み合わせ
とプラスミドのコピー数 R のバリエーションを持つ．こ
のことから式 4 の Fitness 関数ではすべての細胞のプラ
スミドコピーが 0 になることはなく，プラスミドを維持
する選択圧のみでもプラスミドコピー数の平均は20程度
に収束する．以上の結果は，プラスミドが多コピー化す
るために積極的な分配のメカニズムは必要ないことを示
している．
　プラスミドの増加は宿主の DNA 複製に負荷となるこ
とが考えられる．また，gTOW 実験ではプラスミド上に
多コピー化が増殖阻害を引き起こす遺伝子をクローンす
る．そこで次に，プラスミド増加による悪影響を考慮し
た Fitness 関数を定義した．図 3 と図 4 は，それぞれ，
多コピー化が弱い負荷と強い負荷を与える遺伝子を組み
込んだ gTOW 実験に対応する Fitness 関数と計算機シミ
ュレーションの結果を示す．
　図 3 A の Fitness 関数は，gTOW 法での限界発現時に
おける性質より次の 3 つの条件：遺伝子マーカー（URA3）
は 1 コピーあれば栄養要求性を補える，プラスミド数の
増加は Fitness を減少させる，leu2d は100コピー程度で
栄養要求性を補える，から構築した．シミュレーション
結果を図 3 B に示す． 2 ， 3 世代目で分布の大きな遷移
が生じ，10世代目では，ほぼ定常状態に収束した．図 3 B
の Fitness 関数では，図 4 A の Fitness 関数に，プラス
ミドにコードされたタンパク質のわずかな増加が細胞増
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Fig. 2  Simulation results of the 2 µ plasmid distribution model.   
A. Time course transition of cell population. Generations are indicated as the numbers.   
B. Time course transition of mean of copy number. The simulation was started from the average 100 copies per cell.



殖を阻害するという条件を加えた．その結果を図 4 B に
示す．この結果，プラスミドの平均コピー数は約 7 コピ
ーと低く収束した．これらの結果は gTOW 法の結果と
一致する．以上の結果より，内在性の安定化機構を持た
ない 2 µ プラスミドのようなプラスミドでは，組み込ま
れた遺伝子が与える適応度により集団中のプラスミドコ
ピー数分布を急速に変動させる性質をもつことが単純な
条件による計算機シミュレーションにより確かめられた．

要　　　約

　出芽酵母 Saccharomyces cerevisiae の遺伝子工学でも
ちいられる 2 µ プラスミドの細胞内のコピー数はプラス
ミドに組み込まれた遺伝子により異なる．これは，プラ

スミドの分配がもたらすばらつきと，プラスミド上の遺
伝子が生じさせる正・負の選択圧による増殖速度（適応
度）の違いに起因していると考えられる．本研究では，
この仮定による数理モデルを構築し計算機シミュレーシ
ョンで検証することで，適応度に応じて集団中の細胞が
保持するプラスミドのコピー数が収束することを検証し
た．また，ランダムなプラスミド分配を組み込んだ本研
究モデルで，プラスミドを維持する選択圧のみでもプラ
スミドコピー数の平均は20程度に収束したことから，プ
ラスミドが多コピー化するために積極的な分配のメカニ
ズムは必要ないことが分かった．
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Fig. 3  Simulation of the plasmid distribution with a gene whose overexpression causes weak fitness defect.   
A. Selection bias and growth efficiency used for the simulation. B. Time course transition of cell population.

Fig. 4  Simulation of the plasmid distribution with a gene whose overexpression causes weak fitness defect.   
A. Selection bias and growth efficiency used for the simulation. B. Time course transition of cell population.
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