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研究成果の概要（和文）：ベバシズマブは、神経領域ではグリオーマや放射線壊死に用いられる血管内皮細胞増殖因子
（VEGF）の阻害薬である。今回われわれは、脊髄損傷急性期にベバシズマブを全身投与する動物実験を行い、損傷部位
において血管からの血漿成分の漏出が減少することで二次損傷の急性期における炎症性浮腫が抑えられ、またそれによ
り神経機能が改善することが分かった。今後、ベバシズマブの脊髄損傷治療への応用が期待される。

研究成果の概要（英文）： Bevacizumab, an anti-VEGF monoclonal antibody, has been proposed as treatment 
for gliomas and radiation necrosis in the neurological field. In our study using spinal cord injury (SCI) 
mice, bevacizumab has been shown to alleviate focal inflammation and edema due to suppressed vascular 
hyper-permeability in the acute phase of secondary injury, leading to improvement of neurological 
function. Our results indicate that bevacizumab may become a promising drug for alleviating SCI.

研究分野： 脳神経外科、脊髄脊椎分野
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１． 研究開始当初の背景 
 

脊髄損傷治療では、機械的損傷である
primary injury後に生じるsecondary injury
の明確な理解が必要である。Secondary 
injury は損傷直後よりはじまり、急性期は炎
症反応が主体となり、亜急性期以降はグリア
瘢痕が形成される。脊髄損傷後の軸索再生を
妨げる障壁として、このグリア瘢痕の克服に
我々は研究テーマとして取り組んできた。こ
れまで、我々は脊髄損傷モデルにおいて、サ
イトカイン遺伝子導入によりグリア瘢痕を
抑制し、顕著な運動機能改善を得てきた。し
かし同時に、実際の臨床応用の観点からする
と急性期における治療介入が現実的で、この
時点での介入が将来のグリア瘢痕形成を未
然に防止することができるとの考えから、急
性期における自己免疫機序による炎症の拡
大の抑制に着目した。最近、関節リウマチ
(RA)に対する分子標的薬として CTLA4-Ig が
臨床応用されている。この薬剤は regulatory 
T 細胞を活性化して細胞性免疫を抑制するこ
とにより抗炎症効果を発揮し、RA のみならず
自己免疫性疾患に対し広く効果を有するこ
とが期待されている。また、この薬剤は T細
胞のみならず、抗原提示細胞に対する抑制効
果もあるとされており、抗原提示細胞として
も働くミクログリアの制御も期待できる。こ
こで、CTLA4-Ig を用いることで、自己免疫性
炎症を抑制し、脊髄損傷機能改善が得られる
可能性は高いと考えらえれた。また、近年注
目されるマイクロRNAを用いた病態解明が進
み、マイクロ RNA の発現から脊髄損傷後の
secondary injuryの病態を解析した報告が散
見されるようになってきた。マイクロ RNA は
他の組織同様、中枢神経にも存在し、アルツ
ハイマー、ハンチントン舞踏病、パーキンソ
ン病などの神経疾患の発症にかかわり、神経
外傷においても重要な働きを示す。ここで注
目すべきは、損傷後急性期において（3 日以
降）炎症を抑制するマイクロ RNA とアポトー
シ ス を 抑 制 す る マ イ ク ロ RNA が
downregulation されているということであ
る。急性期のターゲットとして、この 2つの
病態が極めて大きなカギを握ると考えた。
CTLA4-Ig による損傷脊髄機能回復を確認し
たのちに、細胞性免疫に焦点を当てたマイク
ロ RNA のレベルでの secondary injury の病
態解明をすすめることが新たな治療薬開発
に有用であると考えた。 
 
２． 研究の目的 

 
関節リウマチ(RA)に対する分子標的薬とし
て臨床応用されている CTLA4-Ig を用い、
regulatory T細胞活性化を介して細胞性免疫
を抑制し、損傷脊髄における自己免疫性炎症
を抑制することにより、脊髄機能が改善する
ことを証明する。我々は、これまでにマイク
ロ RNA amplifier の集団であるマイクロ

RNA17~90クラスターがTh1細胞性免疫を惹起
することを明らかにしてきたが、損傷脊髄に
おける自己免疫性炎症の病態に関わってい
る regulatory T cell の活性化を介する細胞
性免疫の発現機序とその環境因子としての
マイクロ RNAと CTLA4 の機能を解明すること
を最終目標とした。 
 
３． 研究の方法 

 
当初、坐骨神経引き抜き損傷モデルを用いた
実験を計画したが、技術的エラーにより個体
間 の ば ら つ き を 生 じ た た め 、
clip-compression による脊髄損傷マウスモ
デルを採用した。ラットの clip-compression
による脊髄損傷モデルは既に確立されてお
り、これを参考にマウスモデルを作製した。
把持力 30gのマイクロクリップにて 15秒間、
Th9-10 レベルの脊髄に compression force を
かけるモデルを作製した。 
 
（１） 実験  
損傷後早期 CTLA4-Ig 投与による脊髄機能改
善効果の検証 
 Clip-compression による脊髄損傷マウスモ
デルを用い、急性期（損傷直後～1 週まで）
に CTLA4-Ig 1mg/kg を腹腔内に隔日投与し、
損傷後 8 週まで毎週下肢運動機能評価（BMS 
scale、inclined-plane test、rotarod test）
を行った。 
 
（２） 実験  
損傷後 CTLA4-Ig 投与時期延長による脊髄機
能改善効果の検証 
脊髄損傷マウスにおけるT細胞性免疫の発現
が亜急性期以降により強くみられるという
過去の知見をもとに、急性期から亜急性期
（損傷直後～4週まで）にかけて CTLA4-Ig を
1mg/kg 腹腔内に隔日投与し、急性期のみ投与
した群、亜急性期まで投与した群とコントロ
ール群を同様に損傷後8週まで下肢運動機能
評価を行った。また、それぞれの群のグリア
瘢痕形成を評価し、T 細胞性免疫を抑制する
ことによりグリア瘢痕が最終的に抑制する
ことが可能であるかも検討した。 
 
（３） 実験 
ベバシズマブによる急性期炎症抑制効果の
検証 
CTLA4-Ig を用いた実験では、自己免疫性の T
細胞性免疫を抑制することによる損傷脊髄
機能改善効果は十分とは言えなかった。T 細
胞性免疫が急性期ではなく亜急性期に強く
発現すること、また関節リウマチで生じる慢
性的な炎症反応と外傷で急激に生じる急性
炎症との炎症メカニズムの差に起因すると
考えられた。また、臨床応用という観点から
急性期に介入する治療を目標としていたこ
ともあり、CTLA4-Ig のみでの治療計画には限
界があった。亜急性期のみでの治療介入は現



実的ではなく、効果が不十分に終わる可能性
が示唆されたので、急性期治療と組み合わせ
た治療計画が新たに必要であると考えた。そ
こで、血管内皮細胞増殖因子（VEGF）に対す
るモノクローナル抗体であるベバシズマブ
を用いた新たな研究を計画した。ベバシズマ
ブは血管新生や血管透過性亢進を抑える作
用を持つ分子標的治療薬であり、神経領域で
はグリオーマや放射線壊死の急性増悪に対
し臨床応用されている。脊髄損傷後急性期に
本薬剤を用いることにより、急性期炎症や浮
腫を抑制し最終的にはグリア瘢痕を抑制し、
二次損傷を軽減する効果が期待できる。また、
炎症細胞浸潤を抑制するため、CTLA4-Ig との
併用効果も期待できるため、より多層的に炎
症を抑制することにより損傷脊髄機能改善
のため、相乗効果が得られると考えた。 
Clip-compression による脊髄損傷マウスモ
デルを用い、急性期（損傷直後および 3日後）
にベバシズマブ 10mg/kg を腹腔内に投与し、
損傷後 8週まで下肢運動機能評価（BMS scale、
inclined-plane test、rotarod test）を行
った。 
損傷 3日後にトマトレクチンを眼窩静脈から
全身へ循環させた後に安楽死させ、損傷中心
部における微小血管評価を行った。さらに、
損傷 7日後に安楽死させ、HE 染色による組織
学的評価と CD3、CD68、GFAP による免疫染色
を行った。 
 
４． 研究成果 

 
（１） 実験の結果 
CTLA4-Ig 投与した群とコントロール群では
有意な下肢運動機能改善は得られなかった。
我々は、臨床応用を目指すうえで可能な限り
発症直後の急性期に治療開始することが現
実的と考えた。このため、急性期の薬剤投与
によりより早期の効果が得られる可能性が
あると判断し実験を進めたが、結果としては、
損傷後早期に治療介入した結果として運動
機能改善は得られなかった。この時点で、有
意な改善を得るためには、治療介入時期を亜
急性期まで拡大する必要があると考えた。 
 
（２） 実験の結果 
CTLA4-Ig 投与した群とコントロール群では
最終的には有意な下肢運動機能改善は得ら
れなかったが、亜急性期（損傷直後～４週）
まで投与した群では、他の群と比べ下肢運動
機能改善は明らかな有意差はないものの、良
好な傾向がみられた。すなわち、治療介入時
期により治療効果が異なることが示唆され
た。これは損傷脊髄における T細胞性免疫発
現が急性期ではなく、亜急性期により強くみ
られるという過去の知見を支持するもので
あった。グリア瘢痕に関しても亜急性期まで
投与した群では、グリア瘢痕の定量評価では
改善傾向がみられたものの、明らかな有意差
は得られなかった。T 細胞性免疫を強力に抑

制する CTLA4-Ig での最終的なグリア瘢痕抑
制効果には限界があると思われた。脊髄損傷
後の自己免疫性炎症は、急性期から亜急性期
にかけて multiphasic に発現するため、しか
も細胞性免疫のみを抑制する治療では限界
があり、それぞれの時期に複雑に生じる炎症
に対して、時期と免疫応答を細かく見極めな
がら多層的で綿密な治療計画が必要と考え
られた。このため、CTLA4-Ig のみによる炎症
制御では治療効果は不十分であると考えた。 
 
（３） 実験の結果 
治療群ではコントロール群と比較し、BMS 
scale で損傷 2週以降、inclined-plane test
で損傷 3週以降において明らかに有意な下肢
運動機能改善がみられた。また、rotarod test
でも有意差は見られなかったが、治療群では
良好な傾向がみられた。 
 
 
 

 

 
 
免疫組織学的解析ではでは、治療群では血管
透過性の亢進および新生血管の増生が抑制
されていることが分かった。治療群ではコン
トロール群と比較し、神経細胞脱落、空洞形
成が減少しており、ミクログリアや反応性ア
ストロサイトの発現が抑制されていた。特に、
ミクログリアの発現は血管透過性の亢進し
た部位に一致して多く認められていたため、
血管透過性を抑制することにより、ミクログ
リアの発現や活性を効果的に抑制している
ことが示唆された。 



 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
結論として、ベバシズマブの投与により、血
管透過性亢進を介したミクログリアを中心
とする炎症細胞浸潤が抑制され、神経保護的
に作用したものと考えられた。脊髄損傷急性
期に VEGF は upregulate されることが報告さ
れているが、その詳細の機能については
contravertial である。本研究の結果より、
脊髄損傷急性期において VEGF は血管新生や
血管透過性亢進を介して炎症細胞浸潤や浮
腫を惹起することで二次損傷を拡大する可
能性が示唆された。 
 
今回の結果から、急性期はベバシズマブの投
与により血管透過性亢進を抑制して浮腫を
軽減することにより急性期炎症を制御可能
である。また亜急性期における CTLA4-Ig 投
与は自己免疫性の炎症拡大を抑制して神経
保護効果を発揮する。この両者を組み合わせ
ることにより、急性期から亜急性期全般にわ
たり炎症を制御して脊髄機能を改善させる
ことが可能になると考えている。この相乗効
果を新たな実験により確認し、そこで発現し
ているマイクロRNAを解析してその病態解明
を目指すことが次に取り組むべき課題であ
る。 
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