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Abstract

Application Note
Drug Discovery

機能障害性の代謝が、がん・免疫疾患・神経変性・糖尿病・肥満を含む多くの異
なる疾患状態と関連していることは、今ではよく受け⼊れられています。従って、
代謝を調節する遺伝⼦・タンパク質・経路に注⽬することは、広範囲の疾患に対
する新しい治療ターゲットを開発するための有望な⽅法です。Agilent Seahorse 
XFテクノロジーは、⽣細胞においてエネルギー代謝を計測し、細胞機能に直接関
係する重要な情報を提供します。このApplication Noteでは、Seahorse XFアッ
セイによって算出される重要な計測基準が、これらの治療薬開発領域においてど
のように細胞の表現型と機能を予測するかについての事例の概要を提供します。

Seahorse XF テクノロジーを⽤いた
ターゲット同定と検証により
疾患⽣物学に関する洞察を得る



Introduction

エネルギー代謝は、かつては単に「ハウスキーピング」
機能であると思われていましたが、最近教科書から抜け
出し、アカデミック・臨床研究そして創薬の最前線へと
戻ってきました。この復活は、代謝が今、正常および疾
患状態双⽅の多くの重要な細胞機能の重⼤な因⼦として
認識されているからです。このように、エネルギー代謝
は、がん・免疫機能障害・⼼⾎管疾患・神経変性疾患に
関連した薬剤ターゲットを⾒つけるための有望な領域で
す。代謝計測のための技術的発展にともなう疾患におけ
る代謝の重要性は、治療薬開発のための重要な機会を⽰
してきました。これはまた、糖尿病や肥満のような「従
来の」代謝性疾患における機会も提供します。

代謝を研究するための従来のアッセイには、酵素活性、
タンパク質レベル、定常状態のATPレベル、グルコース
や乳酸塩のような代謝基質の濃度が含まれます。しかし、
これらのエンドポイント計測はしばしば、ダイナミック
かつ迅速に変化する細胞過程である代謝の、静的な⾒解
に帰着します。Agilent Seahorse XFテクノロジーは、
⽣細胞における2つの主要なATP産⽣経路︓ミトコンド
リア呼吸と解糖の、カイネティック活性 (すなわち速
度) を計測します。ミトコンドリア呼吸は酸素消費速度 
(OCR) により計測され、酸化的リン酸化 (OXPHOS) を
介したミトコンドリア機能の定量的な計測基準となりま
す。解糖は、細胞外酸性化速度 (ECAR) によって⽰さ
れます。ECARの派⽣物であるProton Efflux Rate 
(PER) もまた、解糖速度の定量的な計測として容易に算
出されます。よく知られた活性調節因⼦の賢明なアプリ

ケーションを⽤いて、エネルギー代謝の特異的な側⾯を
調査するための標準化されたアッセイが開発されました。
Seahorse XFテクノロジーを⽤いた⽂献 (＞5000の査
読された出版物1) の内容は、これらの重要なXFアッセ
イの指標 (標準アッセイから誘導される) が、特異的な
プロセス・疾患状態と関連した代謝の細胞表現型と機能
に関する有⽤な指標であることを⽰してきました︓

OCR︓酸素消費速度、ミトコンドリア呼吸の直接的
な計測。正常およびストレスを与えた条件で計測さ
れるとき、ミトコンドリア機能および/または呼吸
能における障害を明らかにする可能性があります。

1.

2.

3.

ECAR︓乳酸塩流出と関連する細胞外酸性化。増加
は細胞の活性化と増殖を⽰唆します。この計測基準
は、解糖の定量的な計測である glycoPER を導き
出すのに⽤いられます。

OCR/ECAR⽐︓がん細胞におけるワールブルク効果
ならびに増殖・化学療法抵抗性・脂肪褐⾊化のよう
な正常な細胞状態の代謝の変化を検出するために⽤
いられる代謝表現型の計測。

このApplication Noteは、Seahorse XFアッセイの特
異的な指標が、細胞機能障害と疾患に関連した特異的な
代謝の状態を決定するためにどのように⽤いられるかに
ついて、いくつかの事例をハイライトしています。また、
これらの指標が、関連した遺伝⼦とタンパク質の機能を
検証するためにどのように⽤いられるかについても⽰し
ます。
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⽣体エネルギーのバランスは、がん細胞の脆弱性と依存度を明らかにする

極めて利⽤しやすい⽣体エネルギーバランス計測は、
OCR/ECAR⽐です。これはエネルギー産⽣のためのミ
トコンドリア (酸化的) vs. 解糖系の相対的な利⽤の定
性的な計測です。⽐がより⾼いほどより酸化的であり、
より低いほどより解糖的です。OCRとECARは
Seahorse XFアッセイの全てのウェルで計測され、
OCR/ECAR⽐としてプロットされるか、XF Energy 
Mapにプロットされます。細胞種または⾏っている実
験の介⼊ (例えば薬剤処理、遺伝⼦操作) を⽐較したと
き、エネルギーマップ上のOCR vs. ECARプロットと算
出したOCR/ECAR⽐は、明瞭な⽣体エネルギー的様相
を⽰します。OCR/ECAR⽐は、異なるがん細胞株にわ

たって⾮常に多様で、がんの脆弱性と依存度を同定す
ることができます。最近の研究は、11種類の卵巣がん
細胞株と2種類の不死化した卵巣表層上⽪細胞株が、明
確に異なる⽣体エネルギープロファイルを持つことを
⽰しました (Dar et al. 2017)。親細胞株が相対的な酸
化的および解糖の活性において⾮常に多様であるだけ
でなく (Fig.1A)、著者らはOCR/ECAR⽐を介して重要
ながん脆弱性を分類することができました。これらの
⽐は、化学療法感受性のある細胞が解糖にかなり依存
し、逆に、化学療法耐性の細胞はエネルギー産⽣のた
めに更にミトコンドリアの活動を⾏うことを明らかに
しました (Fig.1B)。

Figure 1︓OCR vs. ECARは、卵巣がん細胞株の間の異なる⽣体エネルギー表現型を明らかにする。A) OCRの ECARに対する⽐によって
x軸に沿ってランク付けされた細胞株の棒グラフ。B) 卵巣がん由来細胞株のエネルギーマップ。化学療法耐性の卵巣がん細胞は、類似した化
学療法感受性の細胞株 (右下の四分区間) と⽐較してミトコンドリア活性の増加を反映し、右上四分区間に現れる (Dar et al. 2017)。
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がん細胞の代謝のリプログラミングは、間質細胞におけ
る前転移性微⼩環境の⽣成にも関係してきました (La 
Shu et al. 2018)。ここでは、それぞれ Agilent 
Seahorse XF Cell Mito Stress Test (MST) と XF 
Glycolytic Rate Assay (GRA) で計測されたように、基
底のOCRと基底のECAR 双⽅の⾮常に著しい変化は、ヒ
ト成⼈⽪膚線維芽細胞 (HADF) 株の表現型が悪性⿊⾊腫
エクソソーム microRNA によって変化させられたことを

⽰します。間質細胞の代謝の調節は、転移の進⾏を促進
する前転移性ニッチの⽣成に寄与する可能性があります 
(Fig.2)。悪性⿊⾊腫エクソソーム microRNAと転移と
の相関性はとても予⾒的なので、がん研究⽣物学者のス
タンダード・ツールとされてきました (Svedman et al. 
2018, Tengda et al. 2018, Bastos and Melo 
2018)。

Figure 2︓悪性⿊⾊腫エクソソームmiRNAによって誘発される代謝の変化。A、B) Seahorse XF Glycolytic Rate Assayは悪性⿊⾊腫エク
ソソームmiRNAによって駆動される解糖の増加を明らかにする。C、D) Seahorse XF Cell Mito Stress Testは悪性⿊⾊腫エクソソーム
miRNAの存在下において、基底のミトコンドリア呼吸の減少を検出する (Figは (La Shu et al. 2018) より適応)。
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代謝計測は、免疫細胞の運命と機能をモニターし、予測する

機能的な解糖の計測とOCR/ECAR⽐率は、免疫細胞機能
のモニタリングのために特に重要で、免疫細胞活性化の
早期の指標となる可能性があります。活性化に応じて増
殖する多くの細胞種は、⾼分⼦合成の開始素材を提供す
るために、解糖を増加させます (Almeida, L., et al. 
2016, Boothby, et al, 2017, Lunt, S.Y, et al. 
2011)。Gubser et al. (2013) によって⽰されたよう
に、免疫細胞活性化は、細胞機能を駆動するエネルギー
代謝の明確に定義された例を提供します。細胞活性化に
伴って、ECARは適切な抗体によるＴ細胞への刺激後、
数分で増加します (Fig.3) 。この活性化は、Agilent 
Seahorse XF のリアルタイム活性化アッセイを⽤いて、
容易に計測することができます (Swain et al. 2018)。

Ｔ細胞活性化に関し、細胞がCD3/CD28抗体を添加する
ことによって活性化される前に、ベースラインECAR速
度が確⽴されます (Fig.3A)。この⽅法により、適切な活
性化剤を使った細胞への刺激に応じて酸性化 (ECAR) の
頑健な増加が検出され、この活性化剤の効果は典型的な
マーカー(例えばCD69、IFN-γ)に必要とされる数時間あ
るいは数⽇の代わりに、数分で検出可能でした。この反
応はグルコースの存在に依存するので (Fig.3B)、この
ECARの増加は直接解糖に起因しています。Gubser, et. 
al.は、よく受け⼊れられた直交性アッセイで以前に⽰し
たように (Gubser et al. 2013)、解糖がヒトＴ細胞活性
化のために必要であることを証明しました。

Figure 3︓Ｔ細胞活性化のリアルタイム計測。A) XF Ｔ細胞活性化アッセイは、α-CD3とα-CD28抗体による活性化に応じて、酸性化 
(ECAR) が迅速に増加することを明らかにする。B) グルコースはＴ細胞活性化のために必要であり、したがって、ECARのこの増加と解糖を
直接関連づける (Gubser et al. 2013)。C) ナイーブT細胞が表現型をエフェクター、次いでメモリーＴ細胞に変化する時の、解糖 (ECAR) 
の酸化的リン酸化 (OCR) に対する⽐-時間として⽰される代謝シフト ((Chi 2012) より適応)。
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CD4+ 細胞、Treg 細胞、マクロファージ、単球、樹状細
胞を含む、多くの他の免疫細胞種が活性化に応じて類似
した代謝のプログラムを⽰すように、免疫細胞のこの機
能はほぼ全体に⾒られるようです (Guak et al. 2018; 
Dominguez-Andres et al. 2017; Wang et al. 2018)。
⼀度活性化されると、ミトコンドリアおよび解糖による
エネルギー産⽣の間の平衡は、エフェクター細胞への増
殖と分化 ( 解糖速度の増加 ) を通してＴ細胞運命を制御
します (Almeida, L., et al. 2016, Boothby, et al, 
2017, Lunt, S.Y, et al. 2011)。Ｔ細胞はまた、主にミ
トコンドリアの酸化的代謝 (OXPHOS) に逆戻りする可
能性を持ち、メモリーＴ細胞として⽣存能⼒を持ち続け
ます (Fig.3C と (Chi 2012; Kim 2018))。

がんの細胞種と同様に、これらの代謝プログラムの変化
は、⼀般的に細胞のシグナル伝達または機能、もしくは
双⽅の変化と関連しています。Gubser et al. はまた、
ヒトエフェクターメモリー (EM) CD8+ Ｔ細胞を前もっ
て PI(3)K、Akt または mTORC1 の阻害剤 （それぞれ
LY294002、 Akti-1/2、rapamycin) で処理し、続いて
XF Ｔ細胞活性化実験 (Fig.4) を⾏うことによって、細
胞シグナル阻害の影響を調査しました。

この研究は、EM CD8+ Ｔ細胞の即初期の解糖のスイッ
チが mTORC1 の阻害には⾮感受性であるが、Akt 活性
と mTORC2 シグナル伝達には依存していることを証明
しました。これらの結果は、Ndfip1 ⽋損 Treg 細胞が、
mTORC1 発現レベルの上昇と解糖速度の⼤幅な増加を
含むような、代謝の活性を変化させることを⽰す更なる
研究へと導きました (Layman et al. 2017)。

Figure 4︓活性化のために必要な上流のシグナル伝達イベントを探索するための XF リアルタイムＴ細胞活性化アッセイ。LY294002、
Akti-1/2 または Rap で前もって処理されたＴ細胞が Agilent Seahorse XF リアルタイムＴ細胞活性化アッセイで⽤いられた。これにより、
EM CD8+ Ｔ細胞の即初期の解糖のスイッチが PI3K/mTORC2 (a) および Akt (b) 活性に依存し、mTORC1 (c) の阻害に⾮感受性であるこ
とを⽰した。Fig は (Gubser et al. 2013) より適応した。
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Seahorse XF Cell Mito Stress Test と各指標は、in 
vitro で神経変性疾患を調査するための頑健な計測基準
として広く採⽤されてきました。ニューロンでは、ミト
コンドリアは膜イオン (Na+ と Ca2+) 勾配、および、神
経伝達とシナプス可塑性の維持のために重要です
(Raefsky and Mattson 2017)。ニューロンは、限定さ
れた解糖能を持ち、それゆえ、適当なミトコンドリアの
⽣体エネルギー状態は、ニューロンが環境課題に適応的
に機能し応答することを可能にする、多くの異なる ATP
感受性のプロセスにとって重要です (Herrero-Mendez 
A. et al. 2009)。従って、OCR によって計測されるよ
うに、ミトコンドリア呼吸の速度は神経細胞機能と健康
状態の極めて⾼感度な指標です (Oliveira, J.M.A. 
2011)。 XF Cell Mito Stress Test を使⽤することに
よって、基底・ATP 産⽣・最⼤呼吸・予備呼吸能を含む
ミトコンドリアの健康状態と機能に関するいくつかの標
準的で重要な指標は、同じ細胞を⽤いて迅速に評価する
ことができます (Fig.5)。

ミトコンドリアの変化は、パーキンソン病 (PD) の発病
と⻑い間関連付けられてきました。ロイシンリッチリ
ピートキナーゼ 2 (LRRK2) のグリシンからセリンへの
変異 (G2019S) は、PD の最も⼀般的な遺伝⼦的な原因
で、複数のモデル系でミトコンドリアの機能と形態を損
なうことが⽰されてきました (Ryan, B.J, et al. 2015, 
Yue, M. et al. 2015)。Schwab と同僚は XF Cell Mito 
Stress Test を⽤いて、ミトコンドリア呼吸が LRRK2 
G2019S iPSC 由来ドーパミン作動性およびグルタミン
酸作動性ニューロンにおいて減少することを証明しまし
た (Schwab et al. 2017)。特に、ATP 産⽣、最⼤呼吸
および予備呼吸能の指標での減少が⾮常に明確でした
(Fig.5)。LRRK2 G2019S において、これらの指標の減
少は、ドーパミン作動性ニューロンに本来備わった異な
るサーチュインと⽣体エネルギー状態の⽋陥を⽰してお
り、このことが PD におけるドーパミン作動性ニューロ
ンの損失の根底にある可能性があります。

Figure 5︓Agilent Seahorse XF Cell Mito Stress Test は、ニューロンにおけるミトコンドリア障害を検出する。左 ) XF Cell Mito 
Stress Test アッセイ・デザインと標準的なアウトプット指標。右 ) XF Cell Mito Stress Test を⽤いることにより、LRRK2 G2019S iPSC 由
来ドーパミン作動性およびグルタミン酸作動性の培養がそれぞれのコントロール培養と⽐較して (A) ATP 産⽣、(B) 最⼤呼吸、(C) 予備呼吸
能の減少を⽰すことが明らかになった。注︓LRRK2 G2019S iPSC 由来感覚ニューロンは、突然変異の影響を受けない (Schwab et al. 2017）。
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糖尿病と⼼⾎管疾患モデルにおける
ミトコンドリアの機能障害の計測

AMPK は細胞⽣体エネルギー代謝の優れたセンサーであ
り、したがって II 型糖尿病 (T2DM) と他の関連する代
謝性疾患の治療のための潜在的な薬剤ターゲットです 
(Hardie, Schaffer, and Brunet 2016)。 AMPK に対す
る新しい合成化合物の最近の調査において、L6 細胞の処
理によって基底 OCR の減少が起こり (Fig.6)、これは
更にグルコース消費の増加、糖新⽣の減少と相関し、
AMPK の間接的な活性化をもたらしました (Zhou et al. 
2017)。

糖尿病性⼼筋症もまた、ミトコンドリアの機能の変化に
よるものと考えられてきました (Galloway, C.A., et al, 
2015)。⼀般的に、⼼臓の細胞は代謝的に柔軟性があり、
エネルギー産⽣のために脂肪酸と炭⽔化物の両⽅を酸化
します。しかしながら、T2DM においては⼼臓がもっぱ
ら脂肪酸を利⽤することによってこの柔軟性が失われ、
糖尿病性⼼筋症を促進します。下記の例では、使⽤され
たモデル系においてピルビン酸塩にサポートされた呼吸
(OCR) の減少と脂肪酸酸化の嗜好へのシフトが起こるこ
とを証明するために、XF Cell Mito Stress Test が⽤い
られました (Vadvalkar et al. 2017)。これらの変化は、
mitochondrial pyruvate carrier 2 (MPC2) タンパク質
のアセチル化度と関連していました。XF Cell Mito 
Stress Test を⽤いて、著者らはダブル・アセチル化を
模倣した K19Q/K26Q(QQ) がピルビン酸塩に依存する
細胞の基礎呼吸および最⼤呼吸速度を低下させることを
証明しました (Fig.7)。

Summary

がん細胞における酸化的リン酸化と解糖のバランス
の変化は、OCR/ECAR ⽐によって計測され、この計
測基準は細胞表現型または活性の変化の簡便な指標
です。⽤いることのできるアッセイには、Seahorse 
XF Cell Energy Phenotype Test、XF Cell Mito 
Stress Test、XF Glycolytic Rate Assay が含まれ
ます。

・

免疫細胞の活性化は解糖機能 (ECAR または PER) の
急激な増加によって特徴づけられ、XF リアルタイム
免疫細胞活性化アッセイでリアルタイムにモニタリ
ングすることができます。

・

酸化的リン酸化 (OCR) の速度は、ミトコンドリア機
能と健康状態の極めて⾼感度な指標で、Seahorse 
XF Cell Mito Stress Test を⽤いて定量的に計測す
ることができます。

・

基底、最⼤、予備の呼吸容量は Seahorse XF Cell 
Mito Stress Test によってレポートされるミトコン
ドリア機能の重要な計測基準であり、シグナル伝達、
酵素活性、基質輸送、ETC/OXPHOS 活性の機能障害
を検出することができます。

・

Figure 6︓L6 筋管細胞の酸素消費速度 (OCR) を阻害する既知の
AMPK 活性調節因⼦ (Zhou et al. 2017)。

Figure 7︓Seahorse XF Cell Mito Stress Test を⽤いた
MPC2 バリアントの評価。OCR によって計測されるように、ダブ
ル・アセチル化を模倣した (QQ) はピルビン酸塩に依存するミト
コンドリア呼吸を減少させる (Vadvalkar et al. 2017)。
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