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1. はじめに

ヒト免疫不全ウイルス (HIV‐ 1) は遺伝的組替を通じて迅速に遺伝的変異を蓄積して

いくが、これは多重感染に起因することが示唆されている (Azaria Remion, 2013; Law et al.,

2016; Soetaert and Petzoldt, 2010)。つまり、多重感染現象は薬剤耐性ウイルスの産生を促

進させる可能性があり、免疫回避や病態進行を引き起こし得る。ここで多重感染とは、同時

に複数の HIV‐ 1が細胞に感染するウイルス現象のことである (Azaria Remion, 2013)。近年、

偶発的に多重感染が生じるよりも多い頻度で生じることがin vitro 系でも in vivo 系でも実証

されている (Chen et al., 2005; Dang et al., 2004; Remion et al., 2016)。これは HIV‐I 感染

症において普遍的なウイルス現象であることを示唆している。またこの普遍的なウイルス感

染は、細胞の感受性の不均一性によって駆動されていることが提唱されている (Dang et al.,

2004)。さらにHIV‐ 1患者体内で多重感染が生じている (Josefsson et al., 2011; Smith et al.,

2005)。以上より、細胞の感受性の不均一性を考慮した HIV 多重感染現象の動態を明らかに

することは、HIV‐ 1感染症におけるウイルス感染メカニズムの解明に非常に重要である。 こ

こで先行研究において、HIV 感染症で重要な感染様式である cell‐to‐cell 感染における多重感

染動態の解明が進んでいる (Law et al., 2016)。しかしながらcell‐free 感染における特に細
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胞の感受性の不均一性を考慮されていない。そこで本研究では、cell‐free 感染の in vitro 系

での多重感染現象の動態を明らかにすることを目的に、細胞の感受性の連続的な変化と多重

感染数を考慮した数理モデルを構築した。そして、98.3% の多重感染細胞は高感受性細胞集

団から生じることを明らかにした。

2. HIV‐I 多重感染実験とパラメーター推定

2.1. HIV‐I多重感染実験
本解析に使用する HIV‐ 1 のプラスミ ドは

pNL4‐3である (Remion et al., 2016)。また感染状

況の確認を行うために、2種類の蛍光タンパク質

(HSA, GFP) とフローサイ トメ トリーを用いて、

HIV‐ 1多重感染実験を行った (図1)。ここでフロー

サイトメトリーの結果はFACSCahbur instrument

(Becton Dickinson, Le Pont‐de Claix, France) によ

り取得し、ソフトウェア FlowJo (Treestar, Ashland,
\prime 0^{t}  10'  10^{2}  \prime;  \prime 0^{4}

OR, USA) により解析を行った。なお本研究で用い  arrow^{GFP}
た多重感染実験の委細は次の論文を参照されたい

図1: HIV‐ I 多重感染実験の
 (Ito et al., 2017; Remion et al.  2016)_{\circ}

フローサイトメトリー解析

2.2. パラメーター推定
上記フローサイトメトリーを用いた実験科学では、感染数やその挙動を推定するの

が容易ではない (Dang et al., 2004; Remion et al., 2016)。本研究では、HIV‐ 1多重感染にお

ける感染動態を解明するために、ベイズ推定を用いたパラメーター推定を実装した。具体的

には、目的関数を次のように設定した :

SSR  ( \theta)=\sum_{r=1}^{10}\{(F_{A,\gamma}-\tilde{F}_{A_{-}r}(\theta))^{2}+(F_{C,
r}-\tilde{F}_{C,r}(\theta))^{2}\}
 + \sum_{g=1}^{10}\{(F_{C,g}-\tilde{F}_{C,g}(\theta))^{2}+
(F_{D_{\ovalbox{\tt\small REJECT}}g}-\tilde{F}_{D_{q}g}(\theta))^{2}\}

 (F_{A,co}-\tilde{F}_{A,co}(\theta))^{2}+(F_{B,co}-\tilde{F}_{B,co}(\theta))^{2}
+(F_{C,co}-\tilde{F}_{C},co(\theta))^{2} + \sum_{co=1}^{18}\{
 +(F_{D,co}-\tilde{F}_{D,co}(\theta))^{2}\}.

 F_{*,\#} と  \tilde{F}_{*} Ā  \# は、それぞれ実験値と理論予測値を示している。また  * はフローサイトメトリーの各
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区画に対応し (A,B,C,D) 、  \# は異なるウイルス接種量の時のHSA HIV‐I感染実験、GFP HIV‐I

感染実験、多重感染実験をそれぞれ表す。また実験によって生じるデータの不確実性を考慮

するために、ベイズ推定を実装した (Soetaert and Petzoldt, 2010)。サンプリング試行回数

を30万回で最後の10万回を採択し、traceplot と頻度分布により収束を確認した。

3. 結果

3.1. 細胞の感受性の不均一性とウイルス感染数を考慮した数理モデル

の構築
提唱されている細胞の感受性の不均一性と実験科学だけでは容易ではない多重感染

実験でのウイルス感染数を考慮するために、以下の数理モデルを構築した :

  \frac{dT_{i}}{dt}=-\beta s_{i}V_{R}T_{i}-\beta s_{i}V_{G}T_{i}

  \frac{dI_{i}^{R_{1}}}{dt}=\beta s_{i}V_{R}T_{i}-\beta s_{i}V_{R}I_{i}^{R_{1}}-
\beta s_{i}V_{G}I_{i}^{R_{1}},
  \frac{dI_{i}^{R_{2}}}{dt}=\beta s_{i}V_{R}I_{i}^{R_{1}}-\beta s_{i}V_{G}l_{i}^
{R_{2}},
  \frac{dI_{i}^{G_{1}}}{dt}=\beta s_{i}V_{G}T_{i}-\beta s_{i}V_{R}I_{i}^{G_{1}}-
\beta s_{i}V_{G}I_{i}^{G_{1}},
  \frac{dI_{i}^{G_{2}}}{dt}=\beta s_{i}V_{G}I_{i}^{G_{1}}-\beta s_{i}V_{R}I_{i}^
{G_{2}},
  \frac{dI_{i}^{R_{1}G_{1}}}{dt}=\beta s_{i}V_{R}I_{i}^{G_{1}}+\beta s_{i}V_{G}
I_{i}^{R_{1}}-\beta s_{i}V_{R}I_{i}^{R_{1}G_{1}}-\beta s_{i}V_{G}I_{i^{l}}
^{R_{1}G_{1}}
  \frac{dI_{i}^{R_{2}G_{1}}}{dt}=\beta s_{i}V_{G}I_{i}^{R_{2}}+\beta s_{i}V_{R}
I_{i}^{R_{1}G_{1}}-\beta s_{i}V_{G}I_{i}^{R.G},
  \frac{dI_{i}^{R_{1}G_{2}}}{dt}=\beta s_{i}V_{R}I_{i}^{G_{2}}+\beta s_{i}V_{G}
I_{i}^{R.G}-\beta s_{i}V_{R}I_{i}^{R_{1}G_{2}},
  \frac{dI_{i}^{R_{2}G_{2}}}{dt}=\beta s_{i}V_{R}I_{i}^{R_{1}G_{2}}+\beta s_{i}
V_{G}I_{i}^{R_{2}G_{1}},
  \frac{dV_{R}}{dt}=-cV_{R},

  \frac{dV_{G}}{dt}=-cV_{G} . (1)

ここで、  T_{i} は未感染細胞集団  \ovalbox{\tt\small REJECT} I_{i}^{R_{j}} と  I_{i}^{G_{k}} はHSA HIV‐I かGFP HIV‐I に感染した細胞集団、  I_{i}^{R_{j}G_{k}}
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は多重感染細胞集団、  V_{R} と  V_{G} は HSA と GFP HIV‐ 1の総ウイルス量を表している。特に、添

字  i は細胞の感受性の不均一性を、添字j と  k はHSA HIV‐ 1もしくはGFP HIV‐ 1による感染数

をそれぞれ表している。例えば i=2 は、異なる感受性をもつ二つの標的細胞集団、つまり“高

感受性細胞集団” と“低感受性細胞集団”が存在している状況を示している。ここで各細胞集団

の感受性は、  i が増加することに低下すると仮定している  (s_{i}>s_{i-1}(i\geq 2), s_{1}=1)。これに

より、細胞の感受性の異質性を考慮してる。また HSA HIV‐ 1  100\mu 1 と GFP HIV‐ 1 100  \mu 1

を用いた多重感染実験では、99.9%以上のウイルス感染は1個もしくは2個のウイルス感染

により成立している (Ito et al., 2017)。そのため、式(1)で3個以上のウイルス感染する細胞

(つまり添字j,  k>3) は無視できると仮定した。なお本実験ではウイルス感染は一回のみ生じ

るため、ウイルス産生率ではなくウイルス除去率 c のみ考慮し、本感染実験時間が2時間であ

るため感染細胞は死滅しないと仮定した (Ito et al., 2017;Remion et al., 2016)。

3.2. AICを用いた細胞の異質性の決定
各  i について赤池情報要約量 (AIC) を計算し比較することで、細胞の異質性を決定し

た(式(2) ; 図2) :

 AIC=N_{pts} \ln(\frac{SSR(\theta)}{N_{pts}})+2N_{par} . (2)

 N_{pts} と  N_{par} は、総感染感染実験数とパラメーター数を、  SSR(\theta) は実験値と理論予測値の残差

二乗和をそれぞれ表している。興味深いことに、細胞の感受性が同質性の時  (i=1; 細胞集団

数が一つ)、本感染実験を十分再現できない (AIC が高い) ことである (図2)。これは先行研究

で細胞の感受性の異質性が提唱されている結果とよく合致している (Chen et al., 2005;

Dang et al., 2004; Remion et al., 2016)。加えて、二つの細胞集団が存在する時  (i=2) が尤

も多重感染感染実験を説明することができるが、複数の細胞集団が存在する状況でも本実験

を説明し得る。つまり多重感染現象を説明ためには、細胞の感受性の異質性を考慮する重要

性を強く示唆している。また図3は、二つの細胞集団が存在する時  (i=2) の実験値と理論予

測値の比較を表している。赤、緑、青の棒グラフはフローサイトメトリーの各区画における

実験値、白い棒グラフとエラーバーは数理モデルによる予測値と95%信用区間を示している。

これは上記の単一感染実験 (図  3a,  b) と多重感染実験(図  3c) において、数理モデルによる予測

が実験を上手く説明できることを示している。
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図2: AIC を用いた、細胞の異質性の決定。“高感受性細胞集団” と“低感受性細胞集団” が存在

する時、HIV‐ 1多重感染実験を説明することができる
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図3: 実験値と理論予測値との比較 (a)HSA HIV‐ 1感染実験 (b)GFP HIV‐ 1感染実験 (c)HSA

HIV‐I と GFP HIV‐ 1を用いた多重感染実験

3.3. cell‐free 感染における HIV‐I 多重感染の動態
フローサイトメトリー解析では、感染細胞におけるウイルス感染数を検出すること

やHIV‐ 1多重感染の挙動に関する情報は得ることができない。そこで本研究では数理モデル

とベイズ推定により得たパラメーターを用いて、cell‐free 感染での in vitro における HIV‐ I

多重感染動態を明らかにした。例えば、図4にあるように、HSA 100  \mu 1 GFP  100\mu 1 におけ

るHSA HIV‐ I 感染細胞 (図  4a) 、多重感染細胞 (図  4b) 、標的細胞集団 (図  4c) 、GFP HIV‐ I

感染細胞 (図  4d) を予測した。興味深いことは感染実験2時間後、高感受性細胞集団は、低感

受性細胞集団よりも6.11倍多く感染することを明らかにした。っまり、HIV‐I 感染において

ある特定の細胞集団が選択的に HIV‐ 1に感染していることを示唆している。さらに感染数の

推移を計算し、感染2時間で多重感染現象が10%以上に達していることがわかった (図  4e)。

これは多重感染が迅速に細胞集団中に蓄積し、遺伝的組替を誘発している可能性を示唆して

いる。
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図4: HIV‐ 1多重感染動態 (a)HSA HIV‐ 1感染細胞 (b)多重感染細胞 (c)標的細胞集団 (d) GFP

HIV‐ I 感染細胞
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3.4. 各標的細胞集団から多重感染の寄与率の推定
多重感染現象がウイルス進化を加速させることを考慮すると、多重感染現象のメイ

ンファクターの特定やその定量化は非常に重要な知見になりうる。そのため数理モデル (式

(1)) を用いて、各細胞集団から多重感染数への寄与率を推定した。なお感染実験2時間後にお

ける各細胞集団  (T_{i}) による寄与率を以下のように定義した :

  \frac{I_{i}^{R_{2}}(2)+I_{i}^{G_{2}}(2)+\sum_{j=1}^{2}\sum_{k=1}^{2}I_{i}^{R_{
\dot{j}}G_{k}}(2)}{\sum_{i=1}^{2}I_{i}^{R_{2}}(2)+\sum_{i=1}^{2}l_{i}^{G_{2}}(2)
+\sum_{i=1}^{2}\sum_{j=1}^{2}\sum_{k=1}^{2}I_{i}^{R_{j}G_{k}}(2)}.
興味深いことは、cell‐free 感染における多重感染細胞の平均98.3%が、高感受性細胞集団(最

も感受性の高い細胞集団 :  \tau_{1} ) から生じていることがわかった。つまり HIV‐ 1の多重感染現象

には標的細胞全体から生じるのではなく、ある特定の細胞集団が大いに貢献しているのであ

る。上記のことは、ウイルス感染に高い感受性を示す細胞集団が HIV‐ 1の遺伝的組替を駆動

し、薬剤耐性株や免疫回避株の産生に寄与している可能性を示唆している。

4. まとめ

HIV‐ 1感染症において遺伝的組替は、ウイルス進化を駆動し患者体内での免疫回避

を誘発する (Gottheb et al., 2004; Nora et al., 2007; Price et al., 1997)。そのため従来、遺

伝的組替の in vitro とin vivo に関する研究は幅広く展開されてきた (Cromer et al., 2016;

Law et al., 2016; Levy et al., 2004; Schlub et al., 2010)。一方で、遺伝的組替を誘発する機

構に多重感染現象があり、近年数理モデルを用いた理論研究も行われている (Dixit and

Perelson, 2005; Keele et al., 2008)。しかしながら、Dang,  Q . et al, 2004で提唱されている

ように、多重感染現象に重要な要因である細胞の感受性の連続的な変化を考慮しきれていな

かった。

そこで細胞の感受性の連続的な変化を考慮した多重感染動態の解明を行うために、

本研究ではウイルス感染数と同時に細胞の感受性に関する異質性を考慮した数理モデルを考

案した (式(1))。HIV‐ 1多重感染の実験データと数理モデルを用いて細胞の感受性に関する異

質性を明らかにした (図2)。特に標的細胞集団が高感受性細胞集団と低感受性細胞集団が存

在するとき  (i=2)、実験データを説明できる (図2, 図3)。ここで先行研究において5つの細

胞の感受性が異なる細胞集団が考慮されているが (Dang et al., 2004) 、実験データに基づく

推測ではなく加silico による結果である。つまり本研究での異質性に関する予測の方が、多

重感染現象をより再現できると期待できる。

さらに実験データと数理モデルによるベイズ推定を推定なうことで、cell‐free 感染

in vitro での多重感染動態を明らかにした (図4)。特に、感染直後に多重感染が迅速に蓄積し

ていることより、HIV‐ I 多重感染が迅速に蓄積し遺伝的組替を促進していることが示唆され
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る。さらに興味深い成果は、多重感染の98%以上が高感受性細胞集団から生じることである。

これは HIV‐ 1感染症においてある特定の細胞集団が、多重感染現象の主な感染源であること

を意味している。このため本研究成果より示唆できることは、高感受性細胞集団が選択的に

感染しアポトーシスにより死滅するため、多重感染率やそれに起因する遺伝的組替率は上限

値が存在する可能性がある。これは実証研究と合わせて今後の研究課題としたい。

HIV‐ 1 多重感染現象は、遺伝的組替を通じてウイルス進化や薬剤耐性を誘引する重

要な感染機構である。先行研究により (Iwami et al., 2015)、ce垣‐to‐cell 感染が約60% の感染

拡大に貢献しているが、人‐人間の感染拡大には cell‐free 感染が非常に有効な感染様式である

ことが知られている (Iyer et al., 2017; Parrish et al., 2013; Sattentau, 2008)。さらに患者

体内の HIV 感染株の約80% は、感染初期に生じる HIV に起因することが報告されている

(Keele et al., 2008)。以上より、cell‐free 感染時の複数のウイルスによる感染動態を解明する

ためには、本研究での培養細胞実験と数理モデルを用いた HIV‐ 1多重感染における動態予測

は非常に有効である。
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