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■■  ははじじめめにに  
アルツハイマー病 （AD） はアミロイドβ (Aβ) が脳内

に凝集・蓄積することで神経細胞死を誘発し、脳の一部が
損傷して発症すると考えられている (Hardy and Selkoe, 
Science, 2002) 。当研究室では、これまでにAβ凝集が神
経化したラット副腎髄質褐色細胞腫由来PC12細胞の突起
形成や遊走を抑制することを報告してきた （Kuragano et 
al., Sci. Rep., 2020） 。こうしたAβ凝集体が関連する疾患
である脳アミロイドアンギオパチー (CAA) はADの治療薬
である「抗アミロイド抗体薬」の副作用として知られている。
CAAでは脳血管へのAβ凝集体の沈着が原因となる 
(Kawai et al., Brain Research, 1993) 。我々はAβ凝集が
細胞骨格の異常な組織化を通して、ヒト脳血管内皮細胞の
運動性を破綻させることを明らかにした (Take et al., BB 
report, 2021, Maeda et al., Exp. Cell Res., 2024) 。そこで
本研究では、ADとCAA発症機序におけるAβ凝集の寄与
の理解を深めるため、Aβ凝集によるPC12細胞への遊走
能力とヒト脳血管平滑筋細胞 (hVSMCs) の収縮能力への
影響の解析を試みた。さらに、in vitroでのAβ凝集阻害効
果が知られているロスマリン酸を用いて、Aβ凝集による
PC12細胞の遊走阻害の緩和も試みた。 

 
■■  活活動動内内容容  
１．Aβ凝集によるPC12細胞の遊走阻害 
 Poly-D-lysineコートした96 well-plateにPC12細胞を播種
し、神経成長因子を添加、神経細胞へ分化させた。 細胞
の遊走能を評価する手法であるWound healing assay  
(WHA) を行うため、コンフルエント状態の単層培養細胞を
つまようじで引っ掻き、 無細胞領域を作成した。その後、
倒立型蛍光顕微鏡、共焦点レーザー顕微鏡による観察を
行った。Aβ凝集体の可視化には量子ドット標識Aβ
（QDAβ）を用いた (Tokuraku et al., PLoS One, 2009) 。
F-actinの可視化はSiR-actinを用いた (Lukinavicius et al., 
Nature Methods, 2014) 。PC12細胞に20 µM Aβおよび25 
nM QDAβを加えた結果、PC12細胞が遊走する際に進行
方向に形成する突起周辺にAβ凝集体が優先的に沈着し、
突起が退縮する様子が確認できた。Aβ凝集とともに、F-
actinで構成される収縮性繊維であるストレスファイバー 
（SF） が崩壊し、アクチンが異常な凝集を起こす様子も観
察できた。 
 
 

２．Aβ凝集による遊走阻害のロスマリン酸による緩和効果 
シソ科植物由来のロスマリン酸 (RA) はin vitroにおいて、

Aβ凝集阻害活性を示す  (Ishigaki et al., PLoS One, 
2013) 。WHA時にPC12細胞を25 µM Aβで処理し、 さら
に様々な濃度のRAを添加し、遊走速度と方向持続性を測
定した。その結果、25 µM Aβのみの条件下と比較し、12
～60 µM RAを添加することで、遊走速度と方向持続性が
有意に回復した (Fig. 1) 。以上の結果は、Aβ凝集の細
胞への沈着が遊走阻害の原因であること、さらにRAが
PC12細胞の遊走速度と方向持続性を回復させることを示
す。 

 
３．Aβ凝集によるhVSMCsの細胞収縮力の喪失 

hBVSMCsを用い、細胞表面へのAβ凝集体の沈着過
程をreal-time imagingにより解析した。hBVSMCsのSFを
SiR-actinによって可視化し、20 µM Aβを添加してTime 
lapse観察を行った。その結果、Aβ凝集体が沈着した細胞
において、SFが崩壊していく過程を観察することに成功し
た。さらに、gel contraction assayを用いて、細胞が発生す
る収縮力に対するAβ凝集体の影響を解析したところ、A
β凝集体の存在により、hBVSMCsによるcollagen gelの収
縮がコントロールと比較して有意に抑制された。今後、Aβ
凝集によるhVSMCsの収縮力の低下において緩和効果の
ある物質を探索していく予定である。 
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Fig. 1. Aβ凝集による細胞運動阻害に対するRAの緩和効果。細胞の核をHoechstに
よって染色し、Real time imagingによって得られた動画から画像解析ソフトウェア
FIJI（NIH）を用いて遊走速度（A）と方向持続性（B）を定量した。n≧206 cells, 
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001。 
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■■  IInnttrroodduuccttiioonn  
 Antimicrobial resistance (AMR) is critical global health 
issue that jeopardizes the success of surgeries, wound 
healing, cancer therapies, and other medical treatments. 
While antibiotics are the conventional treatment for 
infections, their indiscriminate use has led to an increase in 
bacterial resistance, limiting their effectiveness. This 
limitation underscores the need for alternative approaches, 
particularly for medically vulnerable populations. Adipose 
tissue derived cells, and its secreted factors are a promising 
candidate for tissue protection and infection control. 
Nevertheless, there is limited research regarding their 
antibacterial properties. Therefore, this study aimed to 
compare the antimicrobial properties of conditioned media 
(CM) derived from mesenchymal stem cells isolated from 
two subtypes of human white adipose tissue: subcutaneous 
(sAT-MSC) and omentum (oAT-MSC). In addition, the 
impact of the CM on the survival and functionality of human 
aortic endothelial cells and skin tissue wound regeneration 
during infection was examined.   
■■  AAccttiivviittiieess  ppeerrffoorrmmeedd  
１．Functional assessment of CM derived from sAT-MSC 
and oAT-MSC 

CM was harvested from the culture of sAT-MSC and 
oAT-MSC, then subjected to bacterial interaction assays to 
examine potential antimicrobial effects. Subsequently, co-
culture systems with human aortic endothelial cells (HAEC) 
were established to evaluate oxidative stress (ROS levels), 
morphology, and functional activity. Finally, an in vivo skin 
infected mice model was used to investigate the regenerative 
and antibacterial effects of the CM.     
2．Antibacterial, cellular and tissular protection of CM 
derived from sAT-MSC and oAT-MSC 

Our results showed that CM derived from sAT-MSC and 
oAT-MSC exhibited antibacterial effect against the growth 
of E.coli, S. aureus and MRSA strain. In addition, CM 
derived from sAT-MSC and oAT-MSC effectively protected 
HAEC which maintain the morphology and tube formation 
capacity of these cells which is related to the reducing 
intracellular ROS following bacterial exposure (Figure 1A-
C). Transcriptomic profile analysis of sAT-MSC and oAT-
MSC revealed the presence of SERPINE1 and TIMP1 as 

secreted factors that may be involved in promoting cellular 
and tissue protection. Furthermore, CM derived from sAT-
MSC and oAT-MSC promoted wound healing after live 
bacterial exposure in a in vivo skin infection mouse model 
(Figure 1D).   

３．Discussion 
The antibacterial and protective capacity of CM derived 

from sAT-MSC and oAT-MSC inhibits bacterial growth 
while maintaining cellular integrity, as well enhancing tissular 
recovery in vivo was demonstrated. These results suggest 
significant therapeutic potential in using derivates factors 
from sAT-MSC and oAT-MSC to prevent infections and 
preserve cellular function under pathological conditions in 
vitro as well as providing tissular protection in vivo. 
Therefore, mesenchymal stem cell-derived factors could 
potentially be an effective cell-free tool for infection control 
and for the improvement of clinical outcomes in surgeries. 
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