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緒緒  言言  
 

2019 年末に中国の武漢で発生した新型コロナウイルス感染症（COVID-19）の感染拡大は 2 年経過した今なお世界

中で大きな問題となっている［1，2］。ワクチン接種や RNA 依存性 RNA ポリメラーゼ活性や炎症応答を標的とする

治療薬が承認されているものの、変異株が次々と発生し、未だに有効な治療薬・治療法は確立できていない。    
COVID-19 の原因ウイルスである SARS-CoV-2 は、ウイルス表面上のスパイクタンパク質を介して宿主細胞膜上の

angiotensin converting enzyme 2（ACE2）と結合し、細胞内に取り込まれ感染する［3］。感染重症化を引き起こすリ

スク因子として、喫煙、年齢、心疾患、糖尿病などの既往歴などが報告されており、感染が治った後でも血管炎、心不

全、味覚障害といった重篤な後遺症が指摘され、肺以外の様々な臓器にも焦点が当てられるようになった。感染者の肺

や心臓においてウイルスが検出されたことから、ACE2 が発現している組織において SARS-CoV-2 が取り込まれて機

能障害を引き起こしている可能性が報告されていた［4］。さらに、感染者の組織において ACE2 発現量が上昇してい

たことから、ACE2 の発現量が SARS-CoV-2 感染に対する感受性に反映されることが示唆されていた。そこで、本研

究ではSARS-CoV-2野生株と変異株に共通する標的受容体であるACE2の内在化に着目し、COVID-19重症化機構を

明らかにし、既存の治療薬とは異なる新たな治療候補薬を見いだすことを目的とした。 
 

方方  法法  
 
11．．AACCEE22--EEGGFFPP安安定定発発現現株株HHEEKK229933TT細細胞胞をを用用いいたたAACCEE22内内在在化化阻阻害害作作用用をを持持つつ化化合合物物のの探探索索  
カイコ-バキュロウイルス発現系を用いて精製した人工三量体 SARS-CoV-2 スパイクタンパク質（以下、S タンパク

質、九州大学能学研究院の日下部先生より供与）を、ACE2-GFP 安定発現 HEK293T 細胞（国立医薬基盤研究所の    
今井教授より供与）に添加し 3 時間培養後、細胞膜上の ACE2 内在化を検出する in vitro 偽感染モデルを構築した  

（図1a）。当研究室で見いだした心不全を抑制する既承認薬13化合物を予め細胞に処置し、Sタンパク質にて刺激後、

ACE2内在化抑制効果を検証した。 
22．．ククロロミミププララミミンンのの阻阻害害様様式式のの検検討討    

1、10μMクロミプラミンをそれぞれ添加して、各濃度におけるSタンパク質によるACE2内在化率を算出した。 
また、ACE2とSタンパク質の直接結合に関与するかをELISA法にて検証し、さらにクロミプラミン存在下でACE2
酵素活性が影響を受けないか検討した。 
33．．SSタタンンパパクク質質にによよるる心心機機能能障障害害のの測測定定  
ラット胎児初代培養心筋細胞やヒト由来の iPS 心筋細胞に S タンパク質を処置して、細胞中の炎症性サイトカイン

mRNAの発現量の変化やミトコンドリアの酸素消費量、心筋の収縮速度を測定した。 
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結結  果果  
  
11．． 抗抗ううつつ薬薬ククロロミミププララミミンンははAACCEE22内内在在化化をを抑抑制制すするる  

13 種の既承認薬の中から、ACE2 内在化を抑制する三環系抗うつ薬の 1 つであるクロミプラミンを見いだした  

（図1b）。IC50は682 nMであった［5］。クロミプラミンはクラスリン依存性のエンドサイトーシス阻害作用を持つこ

とが知られているため［6］、他の抗うつ薬やエンドサイトーシス阻害剤でも同様に実験を行ったが、クロミプラミンほ

ど強く内在化を抑制する化合物は見いだせなかった。さらに、COVID-19治療候補薬として論文報告されていた複数種

類の薬剤においても、ACE2内在化抑制効果は得られなかった。実際に、クロミプラミンを処置したヒト由来の iPS心

筋細胞に SARS-CoV-2 を感染させると、コントロールと比較して有意に細胞内のウイルス RNA 量が減少したことか

ら、クロミプラミンはウイルス感染を抑制することを明らかにした。 

 
図1．ACE2内在化抑制効果を持つ化合物の探索 

a) Sタンパク質処置をしたACE2-GFP安定発現HEK293T細胞（スケールバー：20μm）。 
b) 心不全治療候補薬（13化合物）におけるACE2内在化抑制効果。 

  
22．．AACCEE22内内在在化化ににおおいいててククロロミミププララミミンンはは非非競競合合阻阻害害すするる    

1、10μMクロミプラミンをそれぞれ添加してACE2内在化率を測定した結果、高濃度のクロミプラミン存在下では

S タンパク質濃度を上昇させてもACE 内在化率がコントロールに比べて下がったことから、非競合阻害であることが

示唆された（図2a）。また、ACE2とSタンパク質の直接結合を阻害するか検証した結果、高濃度のクロミプラミンで

は直接結合を阻害することを明らかにした（図2b）。ACE2の本来の機能はアンギオテンシンの変換であり、クロミプ

ラミン曝露後にACE2酵素活性を測定すると、クロミプラミンの濃度を上げても活性に変化は見られなかった（図2C）。 

  
図2．クロミプラミンによるACE2内在化阻害様式の検討 

a） クロミプラミン存在化でのSタンパク質濃度依存的なACE2内在化率。●：コントロール、

■：1μM クロミプラミン、▲：10μM クロミプラミン。 
b） クロミプラミンによるACE2とSタンパク質の直接結合阻害効果。 
c） クロミプラミンによる ACE2 酵素活性阻害効果。DX600 : ACE2 酵素活性阻害剤。   

**P＜0.01（Tukey検定）。 
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33．．SSタタンンパパクク質質刺刺激激はは心心筋筋ののミミトトココンンドドリリアア機機能能やや収収縮縮能能にに障障害害をを与与ええるる  
ラット新生児初代培養心筋細胞をSタンパク質で刺激をした結果、細胞内の炎症性サイトカイン（TNF-α、IL-1β、

IL-6）のmRNA発現量が有意に上昇した。さらに、Sタンパク質刺激したヒト由来の iPS心筋細胞においてミトコン

ドリア機能の指標の1つである酸素消費量がコントロールと比較して減少していること見いだした。同時に、心筋収縮

速度も減少していることを明らかにした。これらの機能障害に対して、クロミプラミンを処置しておくと改善傾向が見

られた。 

 
図3．ラット新生児初代培養心筋細胞におけるSタンパク質刺激による炎症性サイトカインの発現変化 

a）TNF-α、b）IL-1β、c）IL-6。*P＜0.05、**P＜0.01（t-test検定）。 
 

考考  察察  
 
本研究により、心不全を抑制する既承認薬のうち ACE2 内在化を抑制し、SARS-CoV-2 感染を抑制するクロミプラ

ミンを見い出した。クロミプラミンはクラスリン依存性のエンドサイト―シス阻害剤として知られているが、同じ作用

を持つ他の抗うつ薬において ACE2 内在化抑制効果がクロミプラミンほど見られなかったことから、クロミプラミン

にはクラスリン以外の内在化に関与する新規の標的があると考えられる。今後、この標的を明らかにしていく予定であ

る。 
また、S タンパク質処置により細胞内での炎症性サイトカインの発現増加が見られており、最近の研究から SARS-

CoV-2の感染によりDAMPsの1つであるATPが細胞から放出されることが報告されている。これらのことが、炎症

や臓器不全を引き起こすサイトカインストームの要因となりうる可能性がある。さらに、ミトコンドリアの酸素消費量

や心筋収縮速度が S タンパク質処置により減少したことから、COVID-19 感染者の後遺症の 1 つである心不全の発症

や COVID-19 のワクチン接種にて稀に報告されている心膜炎、心筋炎の発症にもこの心筋機能障害が関与している可

能性が考えらえる。現在は、変異株でも同様のことが確認できるか検証中である。 
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