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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）感染症（COVID-19）の重症化メカニズムを明らか
にすることを目的として、本研究ではまずC57BL6J系統で効率よく増殖するマウス馴化SARS-CoV-2を樹立した。
続いてMA-SARS-CoV-2に高い感受性と致死性を示す基礎疾患を持つマウスモデルをスクリーニングし、重症
COVID-19症例に類似した病理組織像を示すマウス系統を見出した。MA-SARS-CoV-2に感染したマウスの肺を生体
イメージング法で解析することにより、SARS-CoV-2肺炎に伴う肺血流障害がCOVID-19重症化に関与している可能
性が明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Microthrombus formation is associated with COVID-19 severity; however, the 
detailed mechanism remains unclear. In this study, we investigated mouse models with severe 
pneumonia caused by SARS-CoV-2 infection by using our in vivo two-photon imaging system. In the 
lungs of SARS-CoV-2-infected mice, increased expression of adhesion molecules in intravascular 
neutrophils prolonged adhesion time to the vessel wall, resulting in platelet aggregation and 
impaired lung perfusion. These findings suggest that pulmonary perfusion defects caused by 
neutrophil adhesion to pulmonary vessels contribute to COVID-19 severity.

研究分野：免疫学、ウイルス学、イメージング

キーワード： COVID-19　SARS-CoV-2　動物モデル　生体イメージング

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究においてSARS-CoV-2感染・重症化致死マウスモデルを用いてSARS-CoV-2肺炎の病態悪化に関与するメカニ
ズムの一端を明らかにしたことで、COVID-19の重症化メカニズムの解明、並びにCOVID-19の病態に応じた適切な
治療法の確立や適切な治療薬の選択につながることが期待される。また、生体イメージング法とSARS-CoV-2感
染・重症化致死モデル動物を用いた一連の解析システムは、組織切片を用いた解析では得ることのできない新規
の病理学的知見を得ることが可能であるため新規薬剤の薬効評価へ利用できる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

2019 年末に発生した新型コロナウイルス（SARS-CoV-2）感染症（COVID-19）の世界的流行が続

いている。COVID-19 症例の多くは、発熱、咳、鼻汁、咽頭熱などの軽い呼吸器症状でおさまる

が、高齢者や基礎疾患を有する者などは重度のウイルス性肺炎を併発して重症化し、死に至るこ

とも少なくない。重篤なウイルス性肺炎を呈した患者には呼吸器症状や全身症状に応じた対処

療法が行われるが、有効な治療法は確立していない。COVID-19 重症例の肺では大量の免疫細胞

の浸潤が認められ、病態の増悪に寄与することが示唆されているが詳細は不明であり、COVID-19

の病態解明は喫緊の課題である。我々はこれまでに、２光子励起顕微鏡を用いた生体イメージン

グシステムを開発したことで呼吸器系ウイルス感染動物の肺を高解像度で観察し定量化解析が

可能な実験系を確立してきた。本イメージジングシステムを活用して、感染から重症化に至るま

での感染個体の体内で起きている様々な生理学的事象を可視化して解析することにより、SARS-

CoV-2 の感染部位における炎症進展ならびに組織障害のメカニズムの解明に繋がると考えられ

る。 

 

 

２．研究の目的 

本研究では、SARS-CoV-2 感染肺における免疫細胞の役割について、生体肺イメージングシス

テムを用いて解析し、COVID-19 肺炎の病態を解明することを目指した。 

 

 

３．研究の方法 

本研究では SARS-CoV-2 に高い感受性を示す実験動物用ハムスター（Syrian hamster）あるい

はヒトアンジオテンシン変換酵素 2（hACE2）発現トランスジェニック（Tg）マウスに蛍光レポ

ーターSARS-CoV-2 を感染させ生体イメージング解析に供した。また、C57BL/6J 系統の呼吸器に

おいて効率よく増殖するマウス馴化型蛍光レポーターSARS-CoV-2（MA-SARS-CoV-2）を樹立した。

蛍光レポーターSARS-CoV-2 ならびに MA-SARS-CoV-2 は感染細胞において蛍光タンパク質 Venus

を発現するため感染細胞を蛍光標識することが可能である。蛍光 Dextran、蛍光標識抗 Ly-6G 抗

体ならびに抗 CD41 抗体を経静脈的に投与して肺の血流と免疫細胞の一種である好中球ならびに

血小板を可視化した。感染ハムスターならびにマウスは麻酔下で管理し人工呼吸器で補助しな

がら開胸し、露出させた肺を肺吸引保定器で保持した。感染肺の病態生理学的な変化を蛍光顕微

鏡を用いてタイムラプス像として撮影し、画像解析ソフトを用いて定量化解析を行った。 

 

 

４．研究成果 

蛍光レポーターSARS-CoV-2 に感染した hACE2 Tg マウスの肺を観察すると、Venus 陽性の I型

肺胞上皮細胞と II 型肺胞上皮細胞が観察され、これらの肺胞上皮細胞種が SARS-CoV-2 に感染

することが示された（図１）。一方で、蛍光レポーターSARS-CoV-2 に感染したハムスターの肺で

は顕微鏡観察視野においては感染細胞ならびに特徴的な病変は観察されなかった。ハムスター

では hACE2 Tg マウスと比べて病態の進行が緩やかであるため、顕微鏡での観察が可能な肺胞領

域まで SARS-CoV-2 感染が広がらなかったためと考えられる。以降の病態学的な解析はマウスモ



デルを用いて実施した。蛍光標識 Dextran を hACE2 Tg マウスの血管内に投与すると血流が可視

化され、Dextran の分子量を選択することで血管の透過性を評価することが可能である。血中ア

ルブミン（66k Da）とほぼ同程度の分子量の蛍光標識 Dextran（70k Da）を投与すると、蛍光レ

ポーターSARS-CoV-2 に感染したhACE2 Tg マウスの肺ではDextran の肺胞腔への漏出が認められ

た。その一方で、非感染マウスでは肺毛細血管からの蛍光標識 Dextran の漏出は認められなかっ

た。また、SARS-CoV-2 に感染した hACE2 Tg マウスの肺では、肺毛細血管中の好中球の数が感染

経過に従って増加し、その移動速度が低下することが示された（図 2）。さらに、SARS-CoV-2 感

染肺において好中球は血小板との複合体からなる微小血栓様の凝集塊を形成することが明らか

となった（図 3）。続いて MA-SARS-CoV-2 に高い感受性と致死性を示す基礎疾患を持つマウスモ

デルをスクリーニングし、重症 COVID-19 症例に類似した病理組織像を示すマウス系統を見出し

た。MA-SARS-CoV-2 に感染した基礎疾患モデルマウスの肺を hACE2Tg マウスと同様に生体イメー

ジング法で解析することにより、基礎疾患モデルマウスにおいても SARS-CoV-2 感染に伴う肺血

流障害が SARS-CoV-2 肺炎の重症化に関与している知見を得た。 

本研究では生体イメージング法を用いて SARS-CoV-2 感染肺における血流や遊走する好中球の

挙動を捉えることに成功した。SARS-CoV-2 感染肺では肺胞腔への血液の漏出が起きていること

が明らかとなり、SARS-CoV-2 の感染により血管内皮細胞の損傷や細胞間接着の減弱が生じるこ

とで肺毛細血管の透過性が大きく亢進していることが示唆された。さらに、タイムラプス像で撮

影した SARS-CoV-2 感染肺では肺毛細血管中の好中球の数が増加し、その移動速度が低下するこ

とが明らかとなった。SARS-CoV-2 感染肺における好中球の運動性の変化は、細胞膜表面に発現

するインテグリンやセレクチンといった接着因子の発現変化に起因すると考えられる。COVID-

19 肺炎における肺毛細血管中の好中球の増加や、血小板との複合体形成による微小血栓が肺塞

栓の原因となり病態の増悪に寄与している可能性が明らかとなった。生体イメージング法を用

いて感染微小環境を高解像度で観察することで従来の組織学的な解析では見出すことのできな

かった SARS-CoV-2 感染における免疫細胞応答の一端が明らかとなった。 

 
 

 
図 1 SARS-CoV-2 感染肺の生体イメージング 

ヒトACE2発現トランスジェニックマウスに蛍光レポーターSARS-CoV-2を感染させ蛍光顕微鏡

で肺を撮影した。ウイルスに感染し蛍光蛋白質を発現する感染細胞（緑）が多数認められた。 

 
 



 
図 2 SARS-CoV-2 感染肺における血管透過性ならびに好中球の挙動 

ヒトACE2発現トランスジェニックマウスに蛍光レポーターSARS-CoV-2を感染させ蛍光顕微鏡

で肺を撮影した。蛍光 Dextran、蛍光標識抗 Ly-6G 抗体ならびに抗 CD41 抗体を経静脈投与して

肺の血流、好中球ならびに血小板を可視化した。感染肺では肺胞腔へ蛍光標識 Dextran（灰色）

の漏出が認められた。肺血管の中に好中球（赤）と血小板（シアン）が詰まっている様子が観察

された。 

 

 

図 3 SARS-CoV-2 感染肺における好中球と血小板の複合体 

ヒトACE2発現トランスジェニックマウスに蛍光レポーターSARS-CoV-2を感染させ蛍光顕微鏡

で肺を撮影した。蛍光 Dextran、蛍光標識抗 Ly-6G 抗体ならびに抗 CD41 抗体を経静脈投与して

肺の血流、好中球ならびに血小板を可視化した。好中球（赤）と血小板（シアン）が凝集してい

る様子が認められた。 
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