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はじめに

脳梗塞急性期の内科的治療である血栓溶解薬「組織プラス
ミノゲン・アクチベーター（tissue plasminogen activator; t-PA）」
の静注療法は，日米のガイドラインにおいてグレード Aの治
療である．しかし，発症から 4.5時間までという短い治療可
能時間のため，治療の恩恵を受ける患者数は全脳梗塞患者数
のわずか 5％ほどと少なく，治療可能時間を延長するような
新規療法の開発は喫緊の課題である．また，近年では血管内
治療による再灌流療法の有効性も示されているが，実施可能
な施設も限られ，血管内治療を行うときにも，はじめに t-PA

投与を行うことからも，基本的には t-PA療法が第一選択であ
る．脳梗塞急性期において t-PA（アルテプラーゼ）を使用し
た臨床試験の統合分析から，発症から 4.5時間を超えて治療
を行った場合，脳出血を合併するリスクが高くなることが判
明している 1）．必ずしも，出血合併が t-PA投与の治療可能時
間を規定するわけではないが，発症 4.5時間以内の t-PA投与
でも症候性脳出血の合併リスクが高くなることが示されてい
る 2）3）．すなわち脳出血の合併を抑制する治療の開発は t-PA

の治療を安全に行え，治療可能時間域を延長させる可能性を
有し，予後を改善させるものと考えられる．我々は，t-PAに
併用する血管保護薬の候補として，血管新生を含む血管リモ

デリング（血管を構成する細胞，内皮細胞，周皮細胞，アス
トロサイトおよび細胞外マトリックスの変化に伴った，血管
構造および機能が変化すること）に関与する血管内皮増殖因
子（vascular endothelial growth factor; VEGF）シグナル経路の
阻害が，治療可能時間を超えた t-PA投与でも脳出血を抑制
し，機能予後を改善させることを示した 4）．本稿では，その
治療戦略の機序と課題について概説する．

t-PA 療法における脳血管保護の必要性

1995年，発症 3時間以内の脳梗塞患者に対して t-PA静注
が有効であることが報告された．しかし，発症 3時間という
極めて短い治療可能時間のため適応症例が限られ，恩恵にあ
ずかる症例は非常に限られていた．このため発症 6時間以内
の症例にまでに適応を拡大した ECASS-I/II，ATLANTISとい
う三つの studyが行われた 1）．しかし，いずれもその有効性
を証明することはできなかった．三つの studyにて明らかと
なったことは，治療可能時間を越えた t-PA投与は，出血合併
症が有意に増加することである．つまり，この出血合併症を
減少させることができれば t-PAの治療可能時間を延長させ，
さらに治療可能症例数を増加し，予後を改善させる可能性が
ある．また，最近示された wake up stroke，すなわち発症時刻
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不明の脳梗塞症例に対して，MRI-guideにより，拡散強調画
像で高信号であっても，FLAIR画像の高信号が明らかでは 

ない場合では，発症早期であると推定され，t-PAを投与する
ことで，機能予後を改善されることが示された（WAKE-UP 

study）5）．この報告を踏まえ，〝発症時刻が不明でも，頭部 MRI

拡散強調画像の虚血性変化が FLAIR画像で明瞭でない場合
には発症 4.5時間以内の可能性が高い．このような症例に静
注血栓溶解療法を行うことを，考慮しても良い〟と 2019年 3

月にガイドラインが改訂された 6）．ただし，このMRI-guide

による t-PA投与の報告でも，全体では，機能予後を改善させた
一方で，t-PA投与群は，非投与群と比べて，出血合併のオッズ
比 10.46（P = 0.03），3ヵ月後の死亡オッズ比 3.38（P = 0.07）
であり，出血合併は有意に増えていた 5）．つまり，MRI-guide

であっても，必ずしも安全性が担保されているわけではない
のが現状である．また，血管内治療も注目されているが，ガ
イドラインが大幅に変更された 2015年の米国脳卒中協会の
International Stroke Conferenceにおいても，血管内治療に伴
う出血合併の軽減という観点から，血管保護の重要性が提唱
されていた．以上の理由から，血管保護を目指した研究が注
目されている．

血管保護を目的とした neurovascular protection の考え方

遅延した t-PA投与は，血液脳関門（blood-brain barrier; BBB）
を破綻させる．脳梗塞は神経細胞のみではなく，血管内皮細
胞やアストロサイトといった BBBを構成する細胞にも虚血
性細胞障害を引き起こす．また，t-PA自体も細胞外マトリッ
クスや血管内皮基底膜の構成蛋白を分解するマトリックス・
メタロプロテナーゼ（matrix metalloproteinase; MMP）を活性
化させ，BBB破綻に関与すると考えられている 7）．その結果，
脳浮腫，脳出血の合併を招く．数多くの実験結果からも明ら
かなように，従来の神経細胞の生存・維持のみを目的とした
「神経細胞保護」だけでは限界があり 8），神経細胞に加え，血
管内皮細胞，周皮細胞，アストロサイト全体を単位として考
え（neurovascular unit），これらの病態理解と，虚血から保護
する「神経血管保護（neurovascular protection）」へのパラダ
イム・シフトが起きている 9）．

血管保護薬の開発が進んでいない理由

実験的脳虚血モデルを用いて，t-PAに併用し神経血管保護を
実現する薬剤開発を目指した研究が近年実施されている．動
物実験で有効性が示された薬剤の中で，臨床試験が実施され
たものとしてミノサイクリン，シンバスタチン，NXY-059，エ
リスロポエチン，G-CSFがあった．ミノサイクリン，シンバ
スタチンなどはMMPの抑制効果も動物実験では示されてい
たが，ほとんどすべての薬剤で効果が示されず，Phase IIIま
でには至っていない（総説参照 10）11））．唯一，臨床応用されて
いるエダラボン併用療法も，t-PA投与による再灌流後の出血
合併や機能予後を改善させるかは不明瞭である 12）．t-PAに併

用する血管保護薬の開発は，この 10年ほど様々なものがあっ
たが，その初期には糸の先端の形状を変化させて，糸を動脈
内に挿入し血管を閉塞させ，その後，糸を引き抜く物理的な
再灌流モデルでの検討がほとんどであった 11）．これでは，ヒト
の脳梗塞を完全に再現しているとは言い難く，動物実験で有
効であっても臨床応用が難しい理由として，適切な動物モデ
ルでの検討が十分になされていなかったこともあげられる．

t-PA に併用する血管保護薬を検討するモデル

t-PAに併用する保護薬を検討するための動物実験では，ヒ
トの脳梗塞に類似した血栓による脳塞栓モデルを用い，さら
に t-PAを投与すること 13）での検討が望ましい．我々はラッ
ト塞栓性中大脳動脈閉塞モデルを用いた検討を行った 4）13）．
このモデルはラット血液にトロンビンを混入し作成した自家
血血栓を，カテーテルから中大脳動脈に注入し閉塞させる 

局所脳虚血モデルで，ヒトにおける脳梗塞の t-PA療法の再現
を試みるモデルである．このモデルは手術が困難であり，梗
塞のばらつきも大きく作成困難なモデルであるが，血管保護
を目指した研究では必要なモデルである．その理由として，
1．治療可能時間内の t-PA投与で梗塞域が縮小し，機能予後
が改善すること，2．治療可能時間を越えての t-PA投与では
BBBが破綻し，出血合併症が増加し，機能予後も増悪するこ
と，3．t-PAにより血栓を溶解させるという点で臨床の脳梗
塞の病態に極めて類似していることがあげられる．我々が用
いているラット脳塞栓モデルはまさにこれらの条件を満た
し，t-PAを投与しない永久虚血群，t-PA投与を脳虚血後 1時
間ないし 4時間で行う t-PA 1h群，t-PA 4h群の比較で，t-PA 

1h群では梗塞体積を著明に縮小させ，機能予後を改善させる
が，t-PA 4h群では有意に出血量が増加し（Fig. 1），致死率が
増加する（10％未満→ 60％）4）．

t-PA療法後の脳出血の機序として，虚血に伴う内皮細胞障
害や，それに引き続く BBBの破綻が重要視され，BBB破綻
を来す分子として，強力なタンパク分解酵素であるMMPが
考えられている．これは，1．培養アストロサイトにおいて
t-PAがMMPのサブタイプの一つであるMMP-9を活性化す
ること 14），2．MMP-9のノックアウトマウスを用いた検討で，
BBB破綻が軽減すること 15），3．t-PA療法後に脳出血を合併
し，死亡した剖検脳において，MMP-9陽性好中球が血管に集
簇し，基底膜構成蛋白であるタイプ IVコラーゲン発現が減じ
ていたことが挙げられる 16）．我々は，脳塞栓モデルでの検討
で，t-PA 4h群ではMMP-9活性が，永久虚血群，t-PA 1h群よ
り有意に上昇し，その結果，脳血管を構成する細胞外マトリッ
クスであるタイプ IVコラーゲンを分解していることを示し 4），
さらにBBBが破綻し，出血を来すものと考えられた．以上より，
本モデルは，ヒトにおける t-PA療法後の脳出血の合併と類似
した機序が見られることから，t-PA療法後の脳出血に対する
血管保護薬の検討に適したモデルと考えられた．
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VEGF抑制療法

我々は，ラット脳塞栓モデルを用い，血管保護を実現する
標的分子として，VEGFに注目した研究を行ってきた 4）．
MMP-9を活性化する分子としては複数あるが，そのなかに
VEGFが含まれる 17）．VEGFは血小板由来増殖因子（platelet-

derived growth factor; PDGF）のスーパーファミリーに属し，
アミノ酸 120～190程度のペプチドのホモ二量体蛋白質であ
る（23 kDaのサブユニットがホモ二量体を形成し 45 kDaとな
る分泌性糖蛋白である）18）．その遺伝子発現は，低酸素刺激，
サイトカイン，性ホルモン，ケモカイン，増殖因子などによ
り調節されるが，とくに低酸素誘導因子 1（hypoxia inducible 

factor 1; HIF-1）はその発現を促進する重要な転写因子である 19）．
VEGFには複数のサブタイプが存在し，ヒトでは VEGF121，
VEGF165，VEGF189が主なものであるが（数字はアミノ酸数を
表す），なかでも VEGF165は量も多く，活性も最も高い．

VEGFはその受容体である VEGF受容体 1型（VEGFR1），
2型（VEGFR2）と結合して血管新生を制御する 18）．このう
ち VEGFR2は細胞外の VEGF刺激を細胞内へ変換し，血管 

新生を亢進させる最も強力なシグナル伝達経路である．この
VEGF-VEGFRシグナルは血管新生・維持において中心的役割
を果たす 18）．さらに病的血管新生にも関わることから，本シ
グナルを阻害する抗体医薬や低分子化合物は，肺がん，大腸
がんなどの固形がんや加齢黄斑変性症に対する治療薬として
臨床で広く用いられている．具体的には VEGF中和抗体（悪
性腫瘍に対するベバシズマブ 20），加齢黄斑変性症に対する 

ラニビズマブ 21）），抗 VEGF165アプタマー（加齢黄斑変性症
に対するペガプタニブ 22）），VEGF-Trap（加齢黄斑変性症と 

欧米で転移性大腸がんに適応があるアフリベルセプト 23）），
VEGFRのチロシンキナーゼ阻害剤（悪性腫瘍に対するスニ
チニブ 24），ソラフェニブ 25））が開発され，臨床応用されてい
る（Table 1）．
脳虚血においても，VEGFは脳血管，神経細胞などに発現
し，血管内皮細胞の増殖・遊走，血管透過性亢進，血管新 

生，および神経細胞保護を促す 26）27）．実際に動物モデルにお
ける VEGFの投与は，BBBの破綻を増悪させ 27），逆に VEGF

の阻害は脳浮腫や BBB破綻を緩和することが報告されてい
た 28）．しかしながら VEGFが t-PA療法後の脳出血の合併に
関与するか不明であったことから，我々は，t-PA投与後の脳
出血合併にも VEGFが関与すると仮説を立て，検証した 4）．
ラット脳塞栓モデルを用いた虚血 24時間後の免疫組織化学
の検討では，虚血辺縁域に VEGFが発現し，BBBを構成する
血管内皮細胞とその周囲（Fig. 2），アストロサイトのend-foot，
周皮細胞に局在していた．t-PAを投与しない永久虚血群，t-PA 

1h群，t-PA 4h群の VEGF発現量を比較するため，全脳抽出
物に対するウェスタンブロットを抗VEGF抗体を用いて行っ
たところ，sham手術群ではほとんど検出されなかったVEGF

が，永久虚血群では検出され，さらに t-PA 4h群では著明に増加
し，永久虚血群・t-PA 1h群と比べて有意に増加した（P < 0.05

および P < 0.05）．VEGFは血管内皮細胞，周皮細胞，アスト
ロサイトに発現が認められた一方，VEGFが結合し活性化し
たリン酸化VEGF受容体は周皮細胞とアストロサイトの end-

Fig. 1　Rat thromboembolic model that reproduces hemorrhagic transformation and shows increased mortality rate 

after delayed 4 h treatment of tissue plasminogen activator (t-PA). (revised figure from reference #4).

Representative figures of 2,3,5-triphenyltetrazolium chloride (TTC)-stained brain sections of rats from the permanent 

occlusion group (left), t-PA treatment at 1 h or 4 h after ischemia, t-PA 1 h group (middle) or t-PA 4 h group (right),  

at 24 h after ischemia. TTC staining indicates deep gray staining of normal brain tissue and white non-staining of the 

ischemic lesion. Hemorrhagic transformation is observed in t-PA 4 h group.
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footにおいて発現が認められた（Fig. 3）．つまり，治療可能
時間を超えた t-PA療法は，BBBにおける VEGF-VEGFRシグ
ナルを介してMMP-9の活性化を引き起こし，その結果，血
管構成蛋白が分解され BBBの破綻を引き起こす可能性が示
唆された．
治療可能時間を越えての t-PA投与による BBB破綻の治療

として，VEGF-VEGFRシグナルの抑制が有効であると考え，
t-PA 4h群において t-PAと同時に抗ラット VEGF中和抗体の
経静脈投与を実施した 4）．抗 VEGF中和抗体の用量設定の検
討で，30 μgと 100 μgの抗体投与を行ったところ，前者では，
ウェスタンブロットでの VEGF発現を抑制できなかったが，
後者ではコントロール抗体投与群（P < 0.01），30 μg抗 VEGF

中和抗体群（P < 0.05）と比べて有意に発現を抑制した．そ
こで，抗 VEGF抗体は，100 μg投与を行うこととし，バイア
スの防止のため，サンプルの無作為化，投与薬，機能評価は
盲検化して（Animal Research: Reporting In Vivo Experiments

ガイドラインに従った），抗 VEGF中和抗体と t-PA投与併用
療法を行ったところ，抗 VEGF抗体（RB-222）を投与した群
では，VEGF発現が免疫組織化学，ウェスタンブロットでコ
ントロール抗体投与と比べて有意に抑制された（P < 0.01）．
また，MMP-9の活性化とタイプ IVコラーゲンの分解は抑制
された（P < 0.05）．さらに，RB-222投与によって，t-PA 4h

群の脳出血量を有意に減少し，機能予後を改善させた（それ
ぞれ，P < 0.01）．VEGF受容体活性化阻害薬 SU1498の腹腔
投与も出血量を有意に低下させた（P < 0.01）．この結果は，
t-PA後の出血合併機序の一つとして，広く受け入れられるよ
うになった 29）．
以上より，VEGF-VEGFRシグナルの抑制は，t-PA療法に伴
う脳出血に対して有効な治療戦略となる可能性が示唆され
た．また本治療は従来の脳虚血に対する神経細胞保護療法と
異なり，標的が血管であるため薬剤がBBBを通過する必要は
ないという利点もある．

今後の課題

MRI-guideにより，症例を選択することで発症時刻不明の脳
梗塞でも，t-PAの有効性が示され 5），2019年 3月にガイドラ
インが改訂された．さらに，2019年 5月に自動解析灌流画像
にて低灌流であっても救済可能な領域を認めた脳梗塞症例で
は，発症後 4.5～9時間，または発症時刻不明のwake up stroke

（睡眠から発症に気づいた起床までの時間が 9時間以内の場
合）でも，t-PA投与は修正 Rankinスケールスコアが 0また
は 1に有意に改善させることが示された（EXTEND試験）30）．
同報告では，副次アウトカムである修正Rankinスケールのス
コア分布の順序尺度に関する分析では，90日時の修正Rankin

スケールスコアで 1点以上の改善は，有意な差はみられな
かったものの，この試験も含めた直近の類似試験のメタ解析
で，90日時の機能良好な患者（修正 Rankinスケール 0～1）

Table 1　The characteristics of anti-vascular endothelial growth factor (anti-VEGF) drugs.

Drug Bevacizumab20)38) Ranibizumab21)39)40) Pegaptanib22)41) Aflibercept23)42)

Structure and binding 
affinities

Recombinant monoclonal 
full-length antibody to 
human VEGF

Recombinant monoclonal 
antibody fragment Fab to 
human VEGF

A pegylated oligonucleotide 
that selectively binds 
VEGF165

A soluble decoy receptor 
incorporating domains of 
both VEGFR1 and VEGFR2 
fused to the Fc region of 
human IgG1

Molecular size 149 kDa 48 kDa 28-base ribonucleic acid 
oligonucleotide with two 
branched 20 kDa polyethylene 
glycol moieties

115 kDa

Half-life 20 days 2.5 days (intravitreal) 1.5 days 5–6 days

Fig. 2　 Vascular endothelial growth factor (VEGF) expressions in a 

rat thromboembolic model.

Triple staining of VEGF (red), rat endothelial cell antigen-1 (RECA-1, 

a marker of endothelial cells; green), and 4分,6分-diamidino-2-phenylindole 

(DAPI, nuclear staining; blue) were performed. Confocal microscopy 

studies revealed that VEGF colocalized with endothelial cells and cells 

surrounding endothelial cells.
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は，発症 4.5～9時間までの wake up strokeにおいて，t-PA群
36％，プラセボ群 29％であった（調整オッズ比 1.86）31）．つ
まり，最近の複数の報告から，脳梗塞に対する t-PA投与は時
間だけでは，規定されないことが明白となっている．しかし，
どの報告でも症候性脳出血は t-PA投与群で有意に高頻度で
あり，血管保護を目指した研究は極めて臨床的意義が高いと
いえる．
急性期脳梗塞の治療法の確立を目指したトランスレーショ

ナルリサーチでは，回復可能な虚血性ペナンブラをいかに定
義し，いかに保護するかが重要である．虚血性ペナンブラと
は，活動電位のような閾値を持つものと定義されてきたが 32），
新しい考え方として，細胞死のメディエーターと，神経細胞
修復・血管修復のメディエーターが混在し，せめぎ合いが生
じている領域というものがある 33）．この考え方によれば急性
期において細胞死を抑制し，そのあと始まる神経細胞修復や
血管修復に悪影響を及ぼさないような薬剤が脳梗塞治療の理
想といえる．我々が，治療標的分子として同定した VEGFも
急性期ではBBB破綻のメディエーターである一方，慢性期で
は血管新生を含む血管リモデリングに関与していることも明
らかとなっている 34）35）（Fig. 4）．血管新生は，脳虚血後の機能
回復を促進すること，予後に関係することはヒトの脳梗塞，

Fig. 3　Delayed tissue plasminogen activator (t-PA) treatment caused phosphorylation of vascular endothelial growth factor receptor-2  

(pVEGFR2) in the neurovascular units.

Triple staining with pVEGFR2 (red), rat endothelial cell antigen-1 (RECA-1, green), or nerve/glial antigen 2 (NG2, a marker of pericytes, 

green), or glial fibrillary acidic protein (GFAP, a marker of astrocytes, green), and 4分,6分-diamidino-2-phenylindole (DAPI) (blue). pVEGFR2  

(Tyr 951) is expressed outside the endothelial cells (upper panels) and inside the pericytes (arrow; middle panels) and astrocytic foot processes 

(arrowhead; lower panels).

Fig. 4　 The timing of vascular endothelial growth factor (VEGF) inhibi-
tion therapy after stroke (revised figure from reference #35).

We should bear in mind that VEGF has biphasic roles in ischemic 
stroke. In the acute phase, VEGF mediates blood-brain barrier 
(BBB) disruption and hemorrhagic transformation. In contrast, in 
the subacute to chronic phase, VEGF plays important roles in angio-
genesis and neurogenesis, and contributes to a favorable outcome. 
Hence, we suggest that VEGF inhibition should only be performed 
during the acute phase of stroke.
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多くの動物モデルでも示されている（総説参照 32））．臨床で
証明することは困難であるが，in vitroのデータでは，血管新
生と軸索進展，神経細胞再生は関連している可能性も示され
ている 32）36）．虚血後の反応として，VEGFが誘導されるが，
BBB破綻の予防のため VEGFを脳虚血後どの範囲まで抑制
すべきか，抑制後の長期的効果について検討が必要である．
また，抗 VEGF薬は，その阻害作用や半減期が薬剤により大
きく異なる 37）～42）（Table 1）．どの薬剤が最適なのかの検討は，
長期的な効果の点でも重要である．私たちはげっ歯類での検
討であったが，人に近い霊長類での検討がより適切な動物モ
デルである．動物愛護の問題もあり，近年では実施困難とな
りつつあるが，霊長類モデルでの検討も必要である．さらに
は，応用を目指す上で，臨床データも重要である．解決すべ
き課題はさまざまであるが，私たちは VEGFシグナル阻害に
よる t-PA療法後の血管保護療法に関する国内，国外の特許 

を取得し，米国にベンチャー企業 ShimoJani LLCを設立の上，
特許の使用許諾し，臨床応用を目指した共同研究を進めて 

いる．
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Abstract

VEGF—A therapeutic target against hemorrhagic transformation after t-PA treatment—

Masato Kanazawa, M.D., Ph.D.1), Tetsuya Takahashi, M.D., Ph.D.2),  
Kunio Kawamura, M.D., Ph.D.3) and Takayoshi Shimohata, M.D., Ph.D.4)

1)Department of Neurology, Brain Research Institute, Niigata University   
2)Department of Neurology, National Hospital Organization Nishiniigata Chuo Hospital   

3)Department of Rehabilitation, Midori Hospital   
4)Department of Neurology, Gifu University Graduate School of Medicine

Tissue plasminogen activator (t-PA) treatment is beneficial for patients with ischemic stroke within 4.5 h of stroke 
onset, because the risk of intracerebral hemorrhagic transformation (HT) increases with delayed t-PA treatment. The 
benefits of t-PA thrombolysis are heavily dependent on time to treatment. Development of vasoprotective drugs that 
attenuate HT after delayed t-PA treatment might improve the prognosis of stroke patients and extend the therapeutic 
time window of t-PA and endovascular thrombolysis. An angiogenic factor, vascular endothelial growth factor (VEGF), 
might be associated with the blood-brain barrier (BBB) disruption after focal cerebral ischemia. By using a rat 
thromboembolic model, delayed t-PA treatment at 4 h after ischemia promoted expression of VEGF in BBB, matrix 
metalloproteinase-9 (MMP-9) activation, degradation of BBB components, and HT. We demonstrated that HT was 
inhibited by intravenous administration of an anti-VEGF neutralizing antibody/VEGF receptor antagonist. In addition, for 
clinical application, reverse translation studies, a path from bedside to bench, are necessary.

(Rinsho Shinkeigaku (Clin Neurol) 2019;59:699-706)
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