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研究成果の概要（和文）：　新型コロナウイルス（SARS-CoV-2）感染は心筋障害などの長期症状を引き起こすこ
とが報告されているが、いまだ治療法の確立には至っていない。そこで、我々はヒトiPS細胞由来心筋細胞に
SARS-CoV-2を感染させ、心機能や遺伝子発現を解析することにより、心筋障害メカニズムを検討した。その結
果、SARS-CoV-2はヒトiPS心筋に効率よく感染し、収縮障害を誘導することを見出した。さらに、収縮に関連し
た遺伝子変化、活性酸素産生、ミトコンドリアの機能低下などのメカニズムを同定した。以上の結果から、
SARS-CoV-2感染によりミトコンドリア毒性などを介して収縮障害が誘導されることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Although therapeutic agents against COVID-19 have been developed, treatments
 for long COVID, such as hear failure, have not yet been established. We found that mitochondrial 
toxicity is involved in contraction dysfunction and structural toxicity caused by SARS-CoV-2 
infection, suggesting the pathological mechanism related to long-term COVID-19 symptoms, such as 
heart failure. Thus, development of new therapeutic agents would be expected in the future.

研究分野：レギュラトリーサイエンス

キーワード： 新型コロナウイルス　後遺症　ヒトiPS細胞　収縮　感染　次世代シークエンス　パスウエイ解析　ミト
コンドリア

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　新型コロナウイルス感染症（COVID-19）に対する治療薬の開発は進められているが、臓器障害や長期症状に対
する治療法は未だ確立されていない。本研究により、SARS-CoV-2感染による心筋障害にミトコンドリア毒性が関
与していることが示唆されたことから、COVID-19の心不全などの長期症状に関する病態メカニズムの一端を明ら
かにできた。今後、新たな治療薬の開発などにつながることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



1. 研究開始当初の背景 

SARS-CoV-2 は呼吸器以外に心血管や中枢神経系などの様々な臓器に影響を与えるこ

とが明らかになり、long COVID-19と呼ばれる長期症状が懸念される。臨床研究により、

新型コロナウイルス感染に伴い、心不全、不整脈、血栓塞栓症などの循環器疾患が合併

するリスクが亢進することが報告された（Y. Xie et al. Nature Med. 28, 583–590, 

2022）。しかしながら、SARS-CoV-2感染による心筋障害メカニズムは不明であり、治療

薬開発に向けて病態モデルの開発が必要である。 

我々はこれまでヒト iPS細胞由来心筋細胞（以下、ヒト iPS心筋）を用いた医薬品の

有効性・安全性評価に取り組み、ヒト iPS心筋は薬剤性不整脈の発生リスクを予測でき

る新たな研究ツールになることを国際連携のもと明らかにし、国際標準化に貢献してき

た。 

これらの実績をもとに、ヒト iPS 心筋は SARS-CoV-2 の感染モデルとしても利用でき

るのではないかとの仮説に基づいて、さらに研究に取り組むことにした。 

 
2. 研究の目的 

ヒト iPS 心筋は、SARS-CoV-2 の感染により心不全や不整脈を引き起こすのかを検討

する。また、トランスクリプトーム解析により、ウイルス感染による心筋障害メカニズ

ムを検討する。これにより、ヒト iPS心筋のウイルス感染モデルとしての有用性を明ら

かにでき、創薬基盤の確立が期待される。 

 
3. 研究の方法 

1) ヒト iPS心筋の培養 

ヒト iPS心筋は、市販の iCell心筋細胞 2.0（Fujifilm Cellular Dynamics Inc.）

を購入した。細胞は、iCell 解凍用培地（FCDI）により解凍し、iCell 維持用培地によ

り培養を行った。 

2) SARS-CoV-2感染 

SARS-CoV-2 の JPN/TY/WK-521（オリジナル株）は国立感染症研究所から供与された。

ヒト iPS心筋に対して SARS-CoV-2を MOI=2.5で感染させた。 

3) 免疫染色 

 SARS-CoV-2感染後のヒト iPS心筋を固定して透過処理を行い，SARS-CoV-2 ヌクレオ

カプシド（#GTX135357，1:100；GeneTex）、SARS spike glycoprotein（1A9，#ab273433，

1:100，Abcam）に対する一次抗体と 4℃で培養を行った。その後、細胞を Alexa Fluor 

488 （1:200，Thermo Fisher Scientific）あるいは Alexa Fluor 594（1:200，Thermo 

Fisher Scientific）二次抗体と 1 時間室温で培養した。核は 4’,6-diamidino-2-

phenylindole DAPI（Nacalai Tesque Inc）により染色した．細胞は共焦点レーザー顕

微鏡（Nikon A1）により観察した。 



4) ヒト iPS心筋の収縮解析 

 ヒト iPS心筋の拍動は、倒立顕微鏡（Nikon）によりビデオ撮影を行った。収縮能は、

撮影したビデオデータを基に、Image J にアドインした Muscle Motion Softwareによ

り解析した（Sala L et al., Circ Res, 122 (3), e5-e16, 2018）。 

5) ヒト iPS心筋の細胞外電位測定 

 ヒト iPS 心筋の電気生理学的な変化は、多点電極アレイシステム（Maestro，Axion 

Biosystems）により細胞外電位を解析した． 

6) 次世代シーケンス解析 

 ヒト iPS心筋の RNAは、miRNAeasyキット（QIAGEN）により抽出し、次世代シーケン

スデータを解析した。SARS-CoV-2感染と非感染の TPM（百万当たりの転写量）の比に基

づいて 2 倍の変化を閾値として、SARS-CoV-2 感染により変化した遺伝子を抽出した。

その後、Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes（KEGG）によりパスウェイ解析を

行った。 

 
4. 研究成果 

1) ヒト iPS心筋の SARS-CoV-2感染 

 SARS-CoV-2 がヒト iPS 心筋に感染するのかを免疫染色により検討した。SARS-CoV-2

を MOI=2.5 で 48 時間培養を行ったところ、 SARS-CoV-2 のヌクレカプシドタンパク質

とスパイクタンパク質を発現することを明らかにした（図 1）．この結果から、SARS-CoV-

2はヒト iPS心筋に感染することが示唆された。 

 

 
2) ヒト iPS心筋の収縮に対する SARS-CoV-2感染の影響 

次に、SARS-CoV-2 感染には心不全誘発リスクがあるのかをヒト iPS 心筋を用いて検

討した。心不全リスクは、画像による収縮評価により評価した。その結果、SARS-CoV-2

を MOI=2.5 で 48 時間感染させることにより、ヒト iPS 心筋の収縮速度が減少すること

を見出した（図 2）。 

図 1 ヒト iPS心筋における SARS-CoV-2の感染 

SARS-CoV-2 感染 48 時間後，細胞を SARS-CoV-2 ヌクレオカプシドタンパク質（緑）、ス

パイクタンパク質（赤）に対する抗体で染色した。核は DAPI（青）で染色した。 



 

また、SARS-CoV-2 の疑似感染として組換えスパイクタンパク質を添加した場合にも

同様のフェノタイプが観察された。 

以上の結果から、SARS-CoV-2 は直接心筋細胞に感染することにより心不全の発生に

つながることが考えられた。 

 
 

3) ヒト iPS心筋の細胞外電位に対する SARS-CoV-2感染の影響 

また、ウイルス感染が電気生理的な性質に影響するのか検討するために、ヒト iPS心

筋のミニシートを作製して細胞外電位を解析した。その結果、SARS-CoV-2感染後に、一

部の細胞では拍動停止が観察された。一方、非感染群ではすべての心筋シートで拍動停

止は観察されなかった。これらの結果から、ヒト iPS 心筋の SARS-CoV-2 感染により不

整脈が発生しうることが示唆された。 

 

4) ヒト iPS心筋における SARS-CoV-2感染によるパスウェイ解析 

さらに、SARS-CoV-2 感染による心筋障害メカニズムを解析するために、SARS-CoV-2

感染前後の RNAを用いて次世代シークエンスの解析を行い、発現が 2倍以上減少した遺

伝子を選択して KEGG パスウェイ解析を行った。興味深いことに、図 4 に示すように心

筋の収縮（ Cardiac muscle contraction）、心筋細胞のアドレナリンシグナル

（Adrenergic signaling in cardiomyocytes）、拡張型心筋症（Dilated cardiomyopathy）、

肥大型心筋症（Hypertrophic cardiomyopathy）など心収縮に重要なパスウェイをいく

つか同定することができた（図 4）。また、代謝経路に関わるパスウェイもリストアップ

されることを明らかにした。 

図 2 ヒト iPS心筋の収縮能に対する SARS-CoV-2感染 

SARS-CoV-2 感染 48時間後にヒト iPS心筋の収縮能を解析した。典型的な波形を示す。 
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以上の結果から，SARS-CoV-2感染は、心収縮やエネルギー代謝に影響することにより

心筋障害を誘導することが示唆された。 

 

 

5) SARS-CoV-2感染によるミトコンドリア機能に対する影響 

ウイルス感染により心収縮やエネルギー代謝に影響が認められたことから、活性酸素

やミトコンドリアに着目して、詳細に解析を行った。ヒト iPS心筋に、ウイルス感染を

模倣する組換えスパイクタンパク質を添加したところ、活性酸素の産生が誘導された。

また、組換えスパイクタンパク質を新生児ラット心筋細胞に処理し、ミトコンドリア呼

吸能への影響を解析した結果、スパイクタンパク質は新生児ラット心筋細胞の酸素消費

量を有意に減少することを明らかにした。 

以上の結果から、SARS-CoV-2感染による心筋障害は、活性酸素の産生を介してミトコ

ンドリア毒性が誘導されことによって引き起こされる可能性が考えられた。 

 

現在、SARS-CoV-2 感染による心筋障害の詳細なメカニズムを明らかにするために、

SARS-CoV-2 感染によるヒト iPS 心筋のミトコンドリア機能に対する影響の解析を進め

ている。これらのメカニズムを基にして、COVID-19 とその後遺症に対する治療薬の開

発につながることが期待される。 

 

図 4 SARS-CoV-2感染の KEGG パスウェ

イ解析 

 

SARS-CoV-2 感染によって減少した遺伝

子リストを用いてKEGGパスウェイ解析

を行い、心筋細胞の収縮パスウェイな

どを同定した。（※論文投稿中のため、

一部抜粋して示す） 
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ヒトiPS細胞由来心筋細胞を用いた収縮毒性評価法の開発
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