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製品の特徴

細胞増殖・毒性を測りたい

はじめに
　細胞数の測定方法には、コロニー形成法、クリスタルバイオレット法、[ ] チミジン取り込み法、

法および 法などが利用されている。
　コロニー形成法は、細胞の増殖能力を指標として顕微鏡によりコロニー数を計測する手法である。ま
た、[ ] チミジン取り込み法は、放射性同位元素 ( ) で標識したチミジンを細胞中の に取り込ま
せて、 標識のチミジン量をシンチレーションカウンター等で定量する手法である。一方、 法や

法は、還元発色試薬と生細胞中の脱水素酵素活性を利用して、吸光度測定により細胞数を計測する
方法である。これらは、測定の手軽さ、安全性、再現性などの点において、前者に比べ優れた測定方法
であり、細胞増殖試験や薬剤感受性試験など幅広く利用されている。そのため、これから実験を始めよ
うとする方にも、お勧めの測定方法である。その他、発色試薬よりも高感度な測定ができる蛍光試薬を
用いた方法もある。以下に、発色および蛍光試薬を用いた各測定方法の特徴を紹介する。

操作が最も簡単！ 感度が高い！

製品形態
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調製

　 試薬 に溶液 を全量加えて溶解する。

 溶液調製は不要。

装置・器具
・マイクロプレートリーダー
　　吸光度測定用フィルター

・ ウェルマイクロプレート（細胞培養用）
・マルチピペット（ または チャンネル : ～ μl対応）
・炭酸ガスインキュベーター
・クリーンベンチ
・血球計算盤またはセルカウンター
試薬
・ ［同仁品コード： ］
　　［500回用］
　　　　試薬 A（凍乾品）　　： WST- （ .  mg）,HEPES（  mmol/l、pH . ）
　　　　溶液 B（赤色水溶液）： -Methoxy PMS（ .  mmol/l）  ml
・ ［同仁品コード： ］
・ 細胞培養用培地

Cell Counting Kit- ・Cell Counting Kit を用いる測定

　 および は、吸光度法による細胞数測定用キットで、細胞増殖
試験や薬剤感受性試験等に利用することができる。水溶性のホルマザンを生成するテトラゾリウム塩、

および を使用しているため、 のようにホ
ルマザンを溶解する操作が不要である。 「検体への試薬添加」、「発色反応」、「吸光度測定」の ステッ
プで結果が得られる。マイクロプレートを用いた にも適用できる。また、

は細胞透過性が極めて低く細胞に対する毒性も低いため、 または
で評価した後、その細胞を他の試験に使用することも可能である。

　以下に、 穴マイクロプレートを用いた および の細胞数測定
法ならびに薬剤感受性試験法について紹介する。

【用途】 ・細胞数測定 ・細胞増殖試験
 ・細胞毒性試験 ・薬剤感受性試験

-細胞増殖･毒性を測りたい -　 または を用いる測定

長期保存する場合は、測定に必要な量を分注して ℃で保存する。
凍結融解は、繰り返さないようにする。

℃保存 , ヶ月間安定

長期保存する場合は、測定に必要な量を分注して ℃で保存する。
凍結融解は、繰り返さないようにする。

～
～

溶液調製前： ℃保存 , ヶ月間安定
溶液調製後： ℃保存 , 日間安定　又は　- ℃ , ヶ月間安定

準備するもの

はじめに

操作が簡単！
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・測定対象の細胞を培養用フラスコから回収する。

・細胞を計測して、濃度を決定した細胞懸濁液を調製する。
  （細胞濃度 :　  )

・ ウェルマイクロプレートの各ウェルに、段階希釈法により細胞
懸濁液を μlずつ入れる。バックグラウンド測定用のウェルには、
培地のみ入れる。

・炭酸ガスインキュベーターで、 ～ 時間前培養する。
（開始時間　　:　　～終了時間　　:　　)

・ ウェルマイクロプレートの各ウェルに、 又は
溶液を μlずつ加える。

・炭酸ガスインキュベーターで、 ～ 時間反応させる。
　（開始時間　　:　　～終了時間　　:　　)

・マイクロプレートリーダーで、吸光度を測定する。

・付着性細胞の場合、トリプシン処理やセル
スクレイパー等により回収する。

・血球計算盤またはセルカウンターなどを用
いて計測する。

・段階希釈法により細胞懸濁液を調製すると
簡便である。
　（次ページ「実験例」を参照）

・培養後、ウェル当りの細胞数は、計測時の
細胞数を上回っていることに注意する。細
胞数と吸光度の関係を得る場合、細胞が増
殖しない時間内に試薬を添加し、吸光度を
測定する。

・ ウェル以外のプレートやシャーレを用
いる場合、培地量の 量の試薬を加え
る。
・試薬の添加量が少ないため、ウェルの側
壁にチップの先を当てて加えると良い（下
図）。試薬がウェルの側壁に付着した場合、
プレートを軽く叩いて培地と混合させる。
・気泡は、測定値のバラツキの原因となるた
め、気泡を生じないようにする。

・細胞種により生成するホルマザンの量が異
なるため、試薬添加後の発色時間が同じで
も吸光度は異なる（次ページの 細胞
と 細胞の図を参照）。

操作　　　　　　　　　　　　　　　　　　注意点・コツ

-細胞増殖･毒性を測りたい -　 または を用いる測定

　 または を用いて細胞増殖試験や細胞毒性試験等を行う際は、
得られる吸光度と生細胞数が比例関係である必要がある。そこで、あらかじめ細胞数を計測し、測
定する細胞数や発色反応時間の目安をつけることが望ましい。以下に、 または

を用いた測定条件の設定について紹介する。

測定用フィルター
　 ～
　 ～

測定条件の設定

Check！
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実験例

細胞の浮遊液を段階的に希釈したものを測
定試料とした。 と チミジ
ン 取込み法との間には、良好な相関性が得られ
た。

-細胞増殖･毒性を測りたい -　 または を用いる測定

　 細胞（ヒト子宮頸癌細胞）および 細胞（前骨髄球性白血病細胞）の浮遊液を、下図
の要領で 穴マイクロプレートの各ウェルに × × × ・・・ /

となるように段階的に希釈、分注した。前述の操作方法に従い、 を用い、
細胞数を測定した。

細胞数が同じ場合でも、 細胞（下左図）と 細胞（下右図）との間で吸光度の値に違いがある。
そのため、予備実験を実施して、細胞種毎に最適な細胞濃度（各ウェルに加える細胞数）や発色時
間を設定することが望ましい。また、薬剤を用いた試験を行う際には、薬剤の性質（細胞増殖を促
進するか、毒性のあるものか、還元性がないか）や暴露時間なども、予め考慮して設定することを
勧める。

と チミジン 取込み法との相関性
* 参考 *

培地
発色反応 : ℃

インキュベーター内
測定波長

培地
発色反応 : ℃

インキュベーター内
測定波長

段階希釈の方法
チャンネルマルチピペットを用いて、 ウェルマイ
クロプレートの各ウェルに培地 μlを入れて、次に、
×  に調製した細胞懸濁液 μlを細胞数
が最大となるウェルに加えてピペッティングする。その
後、細胞濃度が半分となった浮遊液 μlを次のウェ
ルに移して、同様にピペッティングにて混合する。以降、
この操作を繰り返す。

操作に注意！

100 μl 100 μl 100 μl

細胞浮遊液 100 μl

培地 100 μl

ウェル当りの細胞数 2.5 x 10 4 1.2 x 10 4 6.2 x 10 3 3.1 x 10 3 0 cells / well

細胞が入った最後のウェルから
は、100 μlを取って廃棄する。

細胞が存在しない
ウェルに、入れな
いように注意！
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操作　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　注意点・コツ

細胞増殖・毒性試験法

-細胞増殖･毒性を測りたい -　 または を用いる測定

Check！

×○

・付着性細胞の場合、トリプシン処理やセル
スクレイパー等により回収する。

・血球計算盤、セルカウンターなどを用いて
計測する。

・浮遊細胞の場合、V底プレートを使用する。

・細胞数が多すぎる場合、マイクロプレート
リーダーの測定上限を超えてしまうことが
ある。被験物質 ( 薬剤 ) の性質（細胞増殖
を促進するか抑制するか）、発色時間、細
胞種等は重要な要因であるため、予備実験
を実施して最適な細胞濃度（各ウェルに加
える細胞数）を設定する。

・細胞培養開始から測定まで、 時間以上
培養する際は、培地交換を行う。

・培地除去の際は、細胞にパスツールピペッ
トやチップの先端が接触しないように、下
図のようにプレートを傾けると良い。

・浮遊細胞の場合、V底プレートを遠心して
細胞を沈殿させた後、培地を除去する。

・バックグラウンド測定用のウェル（細胞を
入れていないウェル）にも同量の被験物質
( 薬剤 ) を加える。一方、陰性対照のウェ
ルには、被験物質を含まない培地 μlを
加える。
・被験物質の溶解には、培地の他に、PBS
等の生理食塩水溶液も使用することができ
る。

・被験物質への暴露時間は、任意に設定する。

・測定対象の細胞を培養用フラスコから回収する。

・細胞を計測して、濃度を決定した細胞懸濁液を調製する。
  （細胞濃度 :　  )

・ ウェルマイクロプレートの各ウェルに、細胞懸濁液を μlず
つ入れる。バックグラウンド測定用のウェルには、培地のみ入れる。

・炭酸ガスインキュベーターで、 ～ 時間前培養する。
　（開始時間　　:　　～終了時間　　:　　)

・必要に応じて培地交換を行う。
　細胞を除かないように培地を除去した後、新しい培地を μlずつ
入れる。バックグラウンド測定用のウェルには、培地のみ入れる。

・培地を用いて任意の濃度に調製した被験物質液を μlずつ加える。

・炭酸ガスインキュベーターで、一定時間 ( , , , 時間 ) 培養
する。
　（開始時間　　:　　～終了時間　　:　　)
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細胞＋被験物質
＋ または

試薬溶液

細胞＋ または
試薬溶液

被験物質＋
または 試薬溶液

の場合

被
験
物
質
濃
度

高

低

検体の吸光度

陰性対照吸光度

ブランク吸光度

細
胞
生
存
率

被験物質濃度（対数表示）

細胞生存率（％）＝　
（ ）

（ ）

細胞生存率の算出

・ ウェルマイクロプレートの各ウェルに、 又は
  溶液を μlずつ加える。

・炭酸ガスインキュベーターで、 ～ 時間反応させる。
　（開始時間　　:　　～終了時間　　:　　)

・マイクロプレートリーダーで、 の吸光度を測定する。

操作　　　　　　　　　　　　　　　　　　　注意点・コツ

各ウェルの吸光度の値を下記の式に代入して、細胞生存率を算出する。

・ ウェル以外のプレートやシャーレを用い
る場合、培地量の 量の試薬を加える。
・試薬の添加量が少ないため、ウェルの側壁
にチップの先を当てて加えると良い（下図）。
試薬がウェルの側壁に付着した場合、プレー
トを軽く叩いて培地と混合させる。
・気泡は、測定値のバラツキの原因となるた
め、気泡を生じないようにする。

- 細胞増殖･毒性を測りたい -　 または を用いる測定

は、還元性物質が苦手？
細胞毒性試験では、「被験物質を加えた細胞を顕微鏡観察すると死んでいるのに発色する！？」
ということがある。この場合、被検物質が還元性を示す物質で、 または を還元
している可能性がある。そこで、試験を行う前に、細胞が無い状態で培地と被検物質と

または 溶液を混合して発色を確認してみると良い。発色する場
合には、毒性試験の際、 または 溶液を加える前に、細胞を
培地や で洗浄して、被検物質を除去すると良い。洗浄工程が入るため、ウェル間のバラ
つきを抑えるよう慎重な操作を心がける。

ブレイク！
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- 細胞増殖･毒性を測りたい -　 または を用いる測定

吸光度が高く、機器の測定上
限を超えてしまう。

細胞毒性試験において、細胞
はダメージを受けているにも
かかわらず、発色が起こって
しまう。

測定値にバラツキが多い。

発色反応を停止させる際、塩
酸を加えても反応が停止せず、
吸光度が増加してしまう。

ウェル当りの細胞数が多い。

被験物質（薬剤）がWSTを還元
している。

培地の水分蒸発により試薬濃度
が変化している。

Cell Counting Kit 溶液が培地と
混合していない。

培地の表面に気泡がある。

培地の緩衝能によりpHが低下せ
ず、細胞が生存している。

細胞種毎に細胞数と吸光度の関係を測定する（「測定
条件の設定」の項に従ってください）。前培養の時間
が長くなり細胞が分裂を起こすと、ウェル当りの細胞
数は初めに調製した数よりも増加するため注意が必要
です。

Cell Counting Kit またはCell Counting Kit- 溶液
と被験物質のみを混合して、発色するか確認する。発
色が起こる場合は、次のいずれかの方法により測定し
ます。
1）Cell Counting Kit または、Cell Counting Kit-
溶液を加える前に、培地を用いて洗浄し、被験物質を
除去する。
2）被験物質の還元性に影響を受けないCell Count-
ing Kit-F(p. ）を用いる。

一番外側のウェルは、水分蒸発が起こりやすいため、
測定には利用せず、培地のみを入れる。

プレートの側面を指で軽く叩き、ウェルの内壁に付着
しているCell Counting Kit または、Cell Counting 
Kit- 溶液を培地中に落とす。プレートを叩く際は、
ウェル中の培地が飛び出さない程度にする。

シリンジや注射針などの先端で、気泡を除去する。

加える塩酸の濃度を高くする。または、 % SDS
溶液などの界面活性剤を用いて発色反応を停止する。 
(p.  Q&A参照 )

トラブル 考えられる原因 解決方法

トラブルシューティング
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試薬に関する質問
Ｑ： の発色メカニズムを教えて下さい。
Ａ： が電子メディエーター存在下、
　　細胞中の脱水素酵素により還元され、橙色の
　　生成物（ホルマザン）を生じます。細胞内脱
　　水素酵素活性に応じて産生されるホルマザン
　　の色素の量は、生細胞数に比例します。

Ｑ： や は、細胞膜を透過して細胞内まで浸透しますか？　
Ａ： は細胞膜を透過しません。細胞は染まらず、細胞外液だけが着色します。
　　 に関しては、細胞膜近傍で働いていると考えられてますが、中まで透過しているのか、細胞外のみ
　　に存在しているかの具体的機構は分かっておりません。

Ｑ： は と比較して、どの程度毒性が低いのですか？
Ａ： の場合、試薬添加後 時間経過しても細胞生存率 以上であるのに対
して、 の場合、細胞生存率 です。そのため、 での評価後、その
細胞を他の試験に使用することも可能です。ただし、細胞表面などに色素が残らないよう十分洗浄を行ってから、
使用してください。

細胞培養に関する質問
Ｑ： の測定対象となる細胞は何ですか？
Ａ：対数増殖期にある動物細胞が対象です。

Ｑ：対数増殖期に入るための前培養はどのくらいの期間行えばよいですか？
Ａ：細胞により異なりますが、 時間から 時間程度行ってください。

Ｑ： は、浮遊細胞・付着細胞ともに使用できますか？
Ａ：両方とも使用できます。ただし、付着細胞に比べ、浮遊細胞は発色が弱い傾向にあるため、呈色時間を長くしたり、
　　細胞数を増やすといった検討が必要となります。

Ｑ： を用いる場合、どの位の細胞数が適当でしょうか？
Ａ：ウェル当りの細胞数および発色時間が同じ場合でも、細胞種によって吸光度は異なります。 ウェルマイクロプ
レートを使用する場合、 ～ cells/well を目安に細胞数と吸光度の関係を確認してください。

Ｑ：前培養は、必ず行わなければならないのですか？
Ａ：付着細胞では前培養を推奨しております。トリプシン処理等により培養用フラスコから回収する際に、細胞はダ
　　メージを受けます。そのため、対数増殖期の状態にするために細胞の前培養が必要になります。浮遊細胞の場合は、
　　省略しても構いません。

- 細胞増殖･毒性を測りたい -　 または を用いる測定

Ｑ＆Ａ
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Ｑ： や のプレートで測定を行うことができますか？ その場合には試薬の添加量はどのようにすれば良い
　　ですか？
Ａ： プレート以外でも測定できます。試薬の添加量は使用培地の 分の を目安にして下さい。(培地が
　　であれば試薬を μlなど )

Ｑ：発色反応を途中で止めたいのですが、どうすればいいでしょうか？
Ａ：下記の方法があります。いずれかの方法を行なって下さい（添加量は の場合）。
   ① を μl添加する。
　　 注）添加する場合には、泡立たないようにしてください。液面の気泡は測定値がばらつく原因となります。

   ② 塩酸などの酸を μl 添加する。
 注）反応停止後は、 時間以内に測定して下さい。
※緩衝能の高い培地をご使用の場合には、より濃度の高い塩酸を添加してください。また、アルカリ溶液による反応停止は、生成
したホルマザン色素が青変してしまうため、定量性が失われます。

Ｑ：発色時間は、何時間がよいのか教えて下さい。
Ａ：通常、 ～ 時間としています。しかし、ウェル当りの細胞数および発色時間が同じ場合でも、細胞種によって吸

光度は異なります。発色時間は、細胞数と吸光度が比例関係となるような条件に設定してください。

Ｑ： の発色に影響を与えるような物質はありますか？
Ａ：還元性を示す物質が共存する場合、WST- ( またはWST- ) と反応して誤発色を生じることがあります。
また、フェノールレッドは測定波長付近に吸収があるため、フェノールレッド不含の培地に比べて %程度のブラ
ンク値の上昇は見られますが、使用上は問題ありません。

Ｑ：ブランクを測定する場合、どのような条件で行えばよいでしょうか？
Ａ：状況に応じて、以下の吸光度を測定してください。 

○細胞を含む培地に濁りがある場合
　「細胞」と「培地」を入れたウェルの吸光度（ 以上）を測定してください。
　得られたブランク測定値を各サンプルの測定値から差し引いてください。
* 濁りが存在すると、光の散乱が生じて測定誤差の原因となります。
  還元されたWST- ( またはWST- ) の吸収が存在しない 以上の吸光度を測定してください。
  ただし、濁りがない、又は殆ど無視できる程度の濁りであれば、測定する必要はありません。

○細胞や被験物質を含む培地に発色後のWST- ( またはWST- ) と同じ波長域の吸収がある場合
　「細胞」と「培地」および「被験物質（状況に応じて）」を入れたウェルの吸光度（ ）を測定してください。
　得られたブランク測定値を各サンプルの測定値から差し引いてください。
* 培地の色が黄～赤褐色となる場合は、測定波長域が重なる可能性があります。上記の方法に従って、Cell Counting Kit（ま
たはCell Counting Kit- ）溶液を含まないウェルの吸光度を測定してください。  

  
○培地中の成分にCell Counting Kit 溶液と反応する物質が存在する場合
「培地」と「Cell Counting Kit（またはCell Counting Kit- ）溶液」を入れたウェルの吸光度（ ）を測
定してください。得られたブランク測定値を各サンプルの測定値から差し引いてください。
* 細胞を含まないウェルの吸光度を測定してください。培地中に還元性を示す物質が含まれると、WST- ( またはWST- ）が
発色します。吸光度が高く無視できない場合、培地中の還元物質を除くか、原因成分を含まない培地の使用を検討してくださ
い。

○被験物質がCell Counting Kit 溶液と反応する場合
「培地（被験物質を含む）」と「Cell Counting Kit（またはCell Counting Kit- ）溶液」を入れたウェルの吸光度（
）を測定してください。得られたブランク測定値を各サンプルの測定値から差し引いてください。

* 細胞を含まないウェルの吸光度を測定してください。被験物質が還元性を示す場合、WST- ( またはWST- ）が発色します。
吸光度が高く無視できない場合、Cell Conting Kit 溶液を加える前に、培地による細胞洗浄を行い、被験物質を除去してくだ
さい。

- 細胞増殖･毒性を測りたい -　 または を用いる測定

測定時に関する質問
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調製
・ : ダルベッコリン酸緩衝塩類溶液（ 不含）
　メディウム瓶等に移して、オートクレーブ滅菌したものを使用する。

・ 溶液
　 に を加えて溶解する。
　　溶解し難い場合は、超音波照射、ボルテックスにより溶解する。
　　必要に応じて、 μmフィルターでろ過滅菌する。
　　保存する場合は、測定に必要な量ずつ分注して ℃で保存する。

・ホルマザン溶解液
　 塩酸 にイソプロピルアルコールを加えて、 に希釈する。
　　 塩酸：濃塩酸を超純水で希釈して調製する。

装置・器具
・マイクロプレートリーダー
　　　　吸光度測定用フィルター 

・ ウェルマイクロプレート（細胞培養用）
・マルチピペット（ または チャンネル : ～ μl対応）
・炭酸ガスインキュベーター
・クリーンベンチ
・血球計算盤またはセルカウンター
試薬
・ ［同仁品コード： ］
・ : ダルベッコリン酸緩衝塩類溶液
・濃塩酸
・イソプロピルアルコール
・  （溶解液として、塩酸 /イソプロピルアルコールを使用する場合は不要）

　 法は、 と同様に吸光度測定を利用して細胞数を測定する方法で、 チミジン
取り込み法のように放射性同位体を使用しない。テトラゾリウム塩化合物である は、細胞膜を透
過後、ミトコンドリア内脱水素酵素により青色の色素 (ホルマザン )に還元される。ホルマザンは難溶
性の沈澱物として析出するため、吸光度測定前に有機溶媒により溶解させた後、吸光度を測定する。

【用途】 ・細胞数測定 ・細胞増殖試験
 ・細胞毒性試験 ・薬剤感受性試験

-細胞増殖･毒性を測りたい -　 を用いる測定

塩酸ガスが発生するため、操作はドラフト内で行い、保護手袋・保護メガネを着用する。
超純水に濃塩酸を少しずつ加えて希釈する。

　　  nm（ホルマザンの溶解液が塩酸 /イソプロピルアルコール溶液の場合）
　　  nm（ホルマザンの溶解液が の場合）

MTTを用いる測定
はじめに

準備する物
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・測定対象の細胞を培養用フラスコから回収する。

・細胞を計測して、濃度を決定した細胞懸濁液を調製する。
  （細胞濃度 :　  )

・ ウェルマイクロプレートの各ウェルに、
段階希釈法により細胞懸濁液を μlずつ
入れる。バックグラウンド測定用のウェル
には、培地のみ加える。

・炭酸ガスインキュベーターで、 ～ 時
間前培養する。
（開始時間　　:　　～終了時間　　:　　)

・培地交換した後、 ウェルマイクロプレ
ートの各ウェルに、 溶液を μlずつ
加える。

・炭酸ガスインキュベーターで、 ～ 時間反応させる。
　（開始時間　　:　　～終了時間　　:　　)

・各ウェル中の溶液を吸引除去後、 を μl加えて、約 分
間経過後に、再度ウェル中の溶液を吸引除去する。

・ホルマザン溶解液 (塩酸 /イソプロピルアル
コール溶液又は )を μlずつ加える。
ホルマザンをピペッティングなどにより、
完全に溶解する。

・マイクロプレートリーダーで、吸光度を測
定する。
塩酸 /イソプロピルアルコール溶液 :  nm

:  nm

操作　　　　　　　　　　　　　　　　　注意点・コツ

-細胞増殖･毒性を測りたい -　 を用いる測定

　 を用いて細胞増殖試験や細胞毒性試験等を行う際は、得られる吸光度と生細胞数が比例関係
である必要がある。そこで、あらかじめ細胞数測定を行い、測定する細胞数や発色反応時間の目安
をつけることが望ましい。以下に、 を用いた測定条件の設定について紹介する。

測定条件の設定

注意！

・付着性細胞の場合、トリプシン処理やセル
スクレイパー等により回収する。

・血球計算盤またはセルカウンターなどを用
いて細胞数を計測する。

・浮遊細胞の場合、V底プレートを使用する。
・段階希釈法により細胞懸濁液を調製すると
簡便である。
　（次ページ「実験例」を参照）

・培養後、ウェル当りの細胞数は、計測時の
細胞数を上回っていることに注意する。細
胞数と吸光度の関係を得る場合、細胞が増
殖しない時間内に試薬を添加し、吸光度を
測定する。

・ ウェル以外のプレートやシャーレを用い
る場合、培地量の 量の試薬を加える。
・試薬の添加量が少ないため、ウェルの側
壁にチップの先を当てて加えると良い（下
図）。試薬がウェルの側壁に付着した場合、
プレートを軽く叩いて培地と混合させる。
・気泡は、測定値のバラツキの原因となるた
め、気泡を生じないようにする。

・培地を除去する際に、細胞がプレート底面
から剥がれないよう注意する。

・細胞種により生成するホルマザンの量が異
なるため、試薬添加後の発色時間が同じで
も吸光度は異なる。
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炭酸ガスインキュベーターで 時間前培養した後、前述の操作方法に従って細胞数とホルマザンの
吸光度との関係を確認した。ここでは、 ホルマザンの溶解液として、塩酸 -イソプロピルアルコー
ル、または を用いた場合の比較を示した。溶解液には、 を用いた方が、塩酸 -イソプロ
ピルアルコールに比べて感度が良い結果が得られた。
なお、溶解液によって 溶液の極大吸収波長域が変化するため、吸光度測定用フィルターを以下

の通り設定して測定した（塩酸 -イソプロピルアルコール :  nm、 ： ）。

ホルマザンの写真

-細胞増殖･毒性を測りたい -　 を用いる測定

　 細胞（ヒト子宮頸癌細胞）の浮遊液を、下図の要領で 穴マイクロプレートの各ウェルに
× × × ・・・ / となるように段階的に希釈、分注した。前述の操作
方法に従い、 を用い、細胞数を測定した。

細胞数と吸光度の関係

ホルマザンは、水に溶解せず針状結晶とな
る。 は細胞内に移動した後、ホルマザンを
生成するため、試薬自身の毒性も考慮にいれて
試験を行う必要がある。

細胞に優しい！

または 溶液に含まれる 、 は、主に細胞の外
で還元されて水溶性のホルマザンを生成する。このため、 または

を添加して発色反応した後でも、細胞は殆ど形態を変えることなく生存し続ける。
または を使用することで、試薬による細胞へのダメージを与え

ることなく毒性試験を実施することができる。

段階希釈の方法
チャンネルマルチピペットを用いて、 ウェルマイ
クロプレートの各ウェルに培地 μlを入れて、次に、
×  に調製した細胞浮遊液 μlを細胞
数が最大となるウェル加えてピペッティングする。その
後、細胞濃度が半分となった浮遊液 μlを次のウェ
ルに移して、同様にピペッティングにて混合する。以降、
この操作を繰り返す。

実験例

ブレイク！

操作に注意！

100 μl 100 μl 100 μl

細胞浮遊液 100 μl

培地 100 μl

ウェル当りの細胞数 2.5 x 10 4 1.2 x 10 4 6.2 x 10 3 3.1 x 10 3 0 cells / well

細胞が入った最後のウェルから
は、100 μlを取って廃棄する。

細胞が存在しない
ウェルに、入れな
いように注意！
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・付着性細胞の場合、トリプシン処理やセル
スクレイパー等により回収する。

・血球計算盤、セルカウンターなどを用いて
計測する。

・浮遊細胞の場合、V底プレートを使用する。
・細胞数が多すぎる場合、マイクロプレー
トリーダーの測定上限を超えてしまうこと
がある。薬剤などの被検物質の性質（細胞
増殖を促進するか抑制するか）、発色時間、
細胞種等は重要な要因であるため、予備実
験を実施して最適な細胞濃度（各ウェルに
加える細胞数）を設定する。

・細胞培養開始から測定まで、 時間以上
培養する際は、培地交換を行う。
・浮遊細胞の場合、V底プレートを遠心して
細胞を沈殿させた後、培地を除去する。

・バックグラウンド測定用のウェル（細胞を
入れていないウェル）にも同量の被験物質
( 薬剤 ) を加える。一方、陰性対照のウェ
ルには、被験物質を含まない培地 µ を
加える。
・被験物質の溶解には、培地の他に、PBS
等の生理食塩水溶液も使用することができ
る。
・被験物質への暴露時間は、任意に設定する。

・ ウェル以外のプレートやシャーレを用
いる場合、培地量の 量の試薬を加え
る。
・試薬の添加量が少ないため、ウェ
ルの側壁にチップの先を当てて
加えると良い（右図）。試薬がウェ
ルの側壁に付着した場合、プレー
トを軽く叩いて培地と混合させ
る。
・気泡は、測定値のバラツキの原因となるた
め、気泡を生じないようにする。

操作　　　　　　　　　　　　　　注意点・コツ

-細胞増殖･毒性を測りたい -　 を用いる測定

・測定対象の細胞を培養用フラスコから回収する。

・細胞を計測して、濃度を決定した細胞懸濁液を調製する。
  （細胞濃度 :　  )

・ ウェルマイクロプレートの各ウェルに、細胞懸濁液を μlず
つ入れる。バックグラウンド測定用のウェルには、培地のみ入れる。

・炭酸ガスインキュベーターで、 ～ 時間前培養する。
　（開始時間　　:　　～終了時間　　:　　)

・必要に応じて培地交換を行う。
　細胞を除かないように培地を除去した後、新しい培地を μlずつ
入れる。バックグラウンド測定用のウェルには、培地のみ入れる。

・培地を用いて任意の濃度に調製した被検物質液を μlずつ加える。

・炭酸ガスインキュベーターで、一定時間 ( , , , 時間 ) 反応
させる。
　（開始時間　　:　　～終了時間　　:　　)

・ ウェルマイクロプレートの各ウェルに、 溶液を μlずつ
添加する。

細胞増殖・毒性試験法
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細胞＋被験物質
＋ 試薬溶液

細胞＋ 試薬溶液

被験物質＋ 試薬溶液

の場合

被
験
物
質
濃
度

高

低

検体の吸光度

陰性対照吸光度

ブランク吸光度

細
胞
生
存
率

被験物質濃度（対数表示）

細胞生存率（％）＝　
（ ）

（ ）

・炭酸ガスインキュベーターで、 ～ 時間培養する。
　（開始時間　　:  ～終了時間  :  )

・各ウェル中の溶液を吸引除去後、 - μlを加え、約 分
　間経過後に、再度ウェル中の溶液を除去する。

・ホルマザン溶解液 ( 塩酸 / イソプロピルアルコール溶液又は
DMSO) を μlずつ加える。ホルマザンをピペッティングな
どにより、完全に溶解する。

・マイクロプレートリーダーを用いて吸光度を測定する。
　　塩酸 /イソプロピルアルコール溶液 :  nm
　　DMSO:  nm

操作　　　　　　　　　　　　　　　　　　　注意点・コツ
・薬剤への暴露時間は、任意に設定する。

・ を加えた細胞は、プレート底面から剥
がれやすくなるため、培地を除去する際に
注意する。
・浮遊細胞の場合、V字プレートを遠心して
細胞を沈殿させた後、培地を除去する。

・ピペッティングにより溶解する。生成した
ホルマザンを完全に溶解することが、測定
値のバラつきを抑える上で重要である。

・細胞種により生成するホルマザンの量が異
なるため、試薬添加後の発色時間が同じで
も吸光度は異なる。

・浮遊細胞の場合、V底プレートの溶液を別
途用意した平底プレートにマルチピペット
を用いて移した後、測定する。

- 細胞増殖･毒性を測りたい -　 を用いる測定

各ウェルの吸光度の値を下記の式に代入して、細胞生存率を算出する。細胞生存率の算出

Check！
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- 細胞増殖･毒性を測りたい -　 を用いる測定

試料に濁りがある。

色が変化しない。

測定値にバラツキが多い。

生体試料に濁り成分が含まれて
いる。

培地を吸引除去する際に、
ホルマザンが除去されている。

細胞数が少ない。

が劣化している。

インキュベーションの時間が短
い。

ホルマザンが完全に溶解し
ていない。

培地の水分蒸発により試薬濃度
が変化している。

溶液が培地と混合していな
い。

培地の表面に気泡がある。

の吸光度を測定し、各サンプルの測定値から
差し引いてください。

浮遊細胞を用いている場合、遠心分離で細胞を沈殿さ
せて下さい。

細胞種毎に細胞数と吸光度の関係を測定する。（「測定
条件の設定」の項に従ってください）

溶液を再度調製して、測定してください。

～ 時間で最適なインキュベーション時間を検討下
さい。

ホルマザン溶解液（塩酸 /イソプロピルアルコール溶
液又は ）を加え、ホルマザンをピペッティン
グなどにより、完全に溶解して下さい。

一番外側のウェルは、水分蒸発が起こりやすいため、
測定には利用せず、培地のみを入れる。

プレートの側面を指で軽く叩き、ウェルの内壁に付着
している 溶液を培地中に落とす。プレートを叩
く際は、ウェル中の培地が飛び出さない程度にする。

シリンジや注射針などの先端で、気泡を除去する。

トラブル 考えられる原因 解決方法

トラブルシューティング
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Ｑ： 法の測定原理を教えてください。
： は細胞膜を透過した後、ミトコンドリアに集積し、ミトコンドリア内脱水素酵素により還元さ   
れてホルマザンと呼ばれる色素を生成します。このことから、ホルマザンの生成量が生細胞数と比例
関係になることを利用して細胞数の測定ができます。但し、 の場合、生成するホルマザンは難
溶性の沈殿物として析出するために、吸光度を測定する前に有機溶媒により溶解させる必要がありま
す。

Ｑ：ホルマザン溶解液 (塩酸 イソプロピルアルコール又は ）を加える理由は何ですか？
Ａ：細胞を死滅させて細胞膜を壊し、細胞の中にある ホルマザンを取り出して、溶解するために用
　　います。
 
Ｑ：ホルマザン溶解液 ( 塩酸 イソプロピルアルコール又は ）を添加する前に、培地を除くのは
　　なぜですか？ 
Ａ： ホルマザンは水に難溶性であり、培地や緩衝液が残っていると、溶解性が下がるためです。

-細胞増殖･毒性を測りたい -　 を用いる測定

Ｑ＆Ａ
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調製
・ 溶液
マイクロピペットを用いて、 を で 倍に希釈する。

　　 希釈後は保存ができないため、用時調製する。

装置・器具
・マイクロプレートリーダー

蛍光測定用フィルター　励起波長 : ～
　　　　　　　　　　　蛍光波長 : ～

・ ウェルマイクロプレート（細胞培養用 , 蛍光測定用）
・マルチピペット（ または チャンネル : ～ μl対応）
・炭酸ガスインキュベーター
・クリーンベンチ
・血球計算盤またはセルカウンター

試薬
・ ［同仁品コード：CK ］
・細胞培養用培地
・ : ダルベッコリン酸緩衝塩類溶液（ 不含）
　　メディウム瓶等に移して、オートクレーブ滅菌 ( ℃、 分間 )したものを使用する。

-細胞増殖･毒性を測りたい -　 を用いる測定

　 は、蛍光測定を利用して細胞数を測定するキットである。 や
法と同様に細胞数測定等に利用することができる。分子内にエステル構造を有する

は、細胞膜を透過した後、細胞内の酵素（エステラーゼ）により加水分解されて、蛍光性を示す
を生成する。この蛍光量を測定することで細胞数を測定することができ、 お

よび のような吸光度測定よりも高感度な測定ができる。 および
のように還元物質の存在によって測定に影響が現れる場合に有効である。

【用途】 ・細胞数測定 ・細胞増殖試験
 ・細胞毒性試験 ・薬剤感受性試験

Cell Counting Kit-F を用いる測定
はじめに

準備するもの
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・測定対象の細胞を培養用フラスコから回収する。

・細胞を計測して、濃度を決定した細胞懸濁液を調製する。
  （細胞濃度 :　  )

・ ウェルマイクロプレートの各ウェルに、細胞懸濁液を μlず
つ入れる。バックグラウンド測定用のウェルには、培地のみ加える。

・炭酸ガスインキュベーターで、 ～ 時間前培養する。
 （開始時間　　:　　～終了時間　　:　　)

・培地を除去した後、 または血清・フェノールレッドを含まな
い培地を μlずつ入れる。 

・ ウェルマイクロプレートの各ウェルに、 溶液
を μlずつ添加し、室温で ～ 分間反応させる。
  （開始時間　　:　　～終了時間　　:　　)

・マイクロプレートリーダーで、蛍光を測定する。
励起波長 : ～
蛍光波長 : ～

・バックグラウンドの上昇を防ぐため、蛍光
測定用のプレートを用いる。
・付着性細胞の場合、トリプシン処理やセル
スクレイパー等により回収する。
・血球計算盤またはセルカウンターなどを用
いて計測する。
・段階希釈法により細胞懸濁液を調製すると
簡便である。
　（次ページ「実験例」を参照）

・培養後、ウェル当りの細胞数は、計測時の
細胞数を上回っていることに注意する。細
胞数と吸光度の関係を得る場合、細胞が増
殖しない時間内に試薬を添加し、吸光度を
測定する。

・培地を除去する際に、細胞がプレート底面
から剥がれないよう注意する。培地除去の
際は、細胞にパスツールピペットやチップ
の先端が接触しないように、下図のように
プレートを傾けると良い。

・浮遊細胞の場合、 底プレートを遠心して
　細胞を沈殿させた後、培地を除去する。

・ ウェル以外のプレートやシャーレを用い
る場合、培地量の 量の試薬を加える。
・試薬の添加量が少ないため、ウェルの側
壁にチップの先を当てて加えると良い（下
図）。試薬がウェルの側壁に付着した場合、
プレートを軽く叩いて培地と混合させる。
・気泡は、測定値のバラツキの原因となるた
め、気泡を生じないようにする。

操作　　　　　　　　　　　　　　　　　注意点・コツ

-細胞増殖･毒性を測りたい -　 を用いる測定

を用いて細胞増殖試験や細胞毒性試験等を行う際は、得られる蛍光量（蛍光強度）
と生細胞数が比例関係である必要がある。そこで、あらかじめ細胞数測定を行い、測定する細胞数や
発色反応時間の目安をつけることが望ましい。以下に、 を用いた測定条件の設定
について紹介する。

測定条件の設定

Cell　Counting Ki
t-F は

培地交換が必要！

×○
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- 細胞増殖･毒性を測りたい -　 を用いる測定

細胞（下左図）と 細胞（下右図）の測定例を示した。 では、吸光度
による測定に比べて、低濃度域まで比例関係が得られるために正確な測定ができる。
下図は、測定値からバックグラウンド蛍光を差し引いた値をプロットした。

　 細胞（ヒト子宮頸癌細胞）および 細胞（前骨髄球性白血病細胞）の浮遊液を、下
図の要領で ウェルマイクロプレートの各ウェルに × × × ・・・

/ となるように段階的に希釈、分注した。前述の操作方法に従い、 を用い、
細胞数を測定した。

段階希釈の方法
チャンネルマルチピペットを用いて、 ウェルマイ
クロプレートの各ウェルに培地 μlを入れて、次に、
×  に調製した細胞浮遊液 μlを細胞
数が最大となるウェル加えてピペッティングする。その
後、細胞濃度が半分となった浮遊液 μlを次のウェ
ルに移して、同様にピペッティングにて混合する。以降、
この操作を繰り返す。

実験例

操作に注意！

100 μl 100 μl 100 μl

細胞浮遊液 100 μl

培地 100 μl

ウェル当りの細胞数 2.5 x 10 4 1.2 x 10 4 6.2 x 10 3 3.1 x 10 3 0 cells / well

細胞が入った最後のウェルから
は、100 μlを取って廃棄する。

細胞が存在しない
ウェルに、入れな
いように注意！
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・測定対象の細胞を培養用フラスコから回収する。

・細胞を計測して、濃度を決定した細胞懸濁液を調製する。
  （細胞濃度 :　  )

・ ウェルマイクロプレートの各ウェルに、細胞懸濁液を μlず
つ入れる。バックグラウンド測定用のウェルには、培地のみ加える。

・炭酸ガスインキュベーターで、 ～ 時間培養する。
　（開始時間　　:　　～終了時間　　:　　)

・必要に応じて培地交換を行う。
　細胞を除かないように培地を除去した後、新しい培地を μlずつ
入れる。バックグラウンド測定用のウェルには、培地のみ入れる。

・培地を用いて任意の濃度に調製した被検物質液を μlずつ加える。

・炭酸ガスインキュベーターで、一定時間 ( , , , 時間 ) 培養
する。
　（開始時間　　:　　～終了時間　　:　　)

操作　　　　　　　　　　　　　　注意点・コツ

-細胞増殖･毒性を測りたい -　 を用いる測定

細胞増殖・毒性試験法

×○

・付着性細胞の場合、トリプシン処理やセル
スクレイパー等により回収する。

・血球計算盤、セルカウンターなどを用いて
計測する。

・浮遊細胞の場合、V底プレートを使用する。
・細胞数が多すぎる場合、マイクロプレー
トリーダーの測定上限を超えてしまうこと
がある。薬剤などの被検物質の性質（細胞
増殖を促進するか抑制するか）、発色時間、
細胞種等は重要な要因であるため、予備実
験を実施して最適な細胞濃度（各ウェルに
加える細胞数）を設定する。

・細胞培養開始から測定まで、 時間以上
培養する際は、培地交換を行う。
・培地除去の際は、細胞にパスツールピペッ
トやチップの先端が接触しないように、下
図のようにプレートを傾けると良い。

・浮遊細胞の場合、V底プレートを遠心して
細胞を沈殿させた後、培地を除去する。

・バックグラウンド測定用のウェル（細胞を
入れていないウェル）にも同量の被験物質
( 薬剤 ) を加える。一方、陰性対照のウェ
ルには、被験物質を含まない培地 μlを
加える。
・被験物質の溶解には、培地の他に、PBS
等の生理食塩水溶液も使用することができ
る。

・被験物質への暴露時間は、任意に設定する。
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細胞＋被験物質
＋ 試薬溶液

細胞＋
試薬溶液

被験物質＋
試薬溶液

の場合

被
験
物
質
濃
度

高

低

検体の吸光度

陰性対照吸光度

ブランク吸光度

細
胞
生
存
率

被験物質濃度（対数表示）

細胞生存率（％）＝　
（ ）

（ ）

・培地を除去した後、 または血清・フェノールレッドを含
まない培地を μlずつ入れる。 

・ ウェルマイクロプレートの各ウェルに、
溶液を μlずつ添加する。

・室温で、 ～ 分間反応させる。
　（開始時間　　:　　～終了時間　　:　　)

・マイクロプレートリーダーで、蛍光を測定する。

操作　　　　　　　　　　　　　　　　　　　注意点・コツ

-細胞増殖･毒性を測りたい -　 を用いる測定

・ ウェル以外のプレートやシャーレを用
いる場合、培地量の 量の試薬を加え
る。
・試薬の添加量が少ないため、ウェルの側
壁にチップの先を当てて加えると良い（下
図）。試薬がウェルの側壁に付着した場合、
プレートを軽く叩いて培地と混合させる。
・気泡は、測定値のバラツキの原因となる
ため、気泡を生じないようにする。

各ウェルの吸光度の値を下記の式に代入して、細胞生存率を算出する。

励起波長 : ～
蛍光波長 : ～

細胞生存率の算出
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- 細胞増殖･毒性を測りたい -　 を用いる測定

感度が低い。
（バックが高い）

　

測定値にバラツキが多い。

細胞数が少ない。

試薬が劣化している。

洗浄が不足している。

透明プレートを使用している。

培地の水分蒸発により試薬濃度
が変化している。

溶液が培地と
混合していない。

培地の表面に気泡がある。

細胞種毎に細胞数と蛍光量の関係を測定する（「測定
条件の設定」の項に従ってください）。また、細胞の
種類により の細胞膜への透過性が異なり
ます。

溶液（ は、 に
希釈後、非常に不安定になります。希釈溶液は、用時
調製して下さい。

血清成分およびフェノールレッドの影響を受けるの
で、 溶液を添加する前に、十分洗
浄を行って下さい。

蛍光用の黒色または白色のプレートを使用して下さ
い。

一番外側のウェルは、水分蒸発が起こりやすいため、
測定には利用せず、培地のみを入れて下さい。

プレートの側面を指で軽く叩き、ウェルの内壁に付着
している 溶液を培地中に落として
下さい。プレートを叩く際は、ウェル中の培地が飛び
出さない程度にして下さい。

シリンジや注射針などの先端で、気泡を除去して下さ
い。

トラブル 考えられる原因 解決方法

トラブルシューティング
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Ｑ： に用いられている は細胞内外において安定ですか？
Ａ： は細胞内外に関わらず安定ですが、 は不安定です。細胞外に余分な が残っている
　　と、その一部が分解して蛍光を出し、誤差要因となりますので、洗浄による除去が必要です。また、 が変動する
　　と蛍光強度に影響を与えますので、 条件は一定にして下さい。

Ｑ：通常の透明な培養プレートでも測定出来ますか？
Ａ：白色または黒色のプレートを使用してください。透明な培養プレートでは測定時の照射した光が散乱してしまい、
　　正確な測定が行えません。正確な測定を行うためにも、白色及び黒色の蛍光用プレートをご使用下さい。

Ｑ：培養時間を長くすると蛍光はさらに増えますか？
Ａ：培養時間を長くしてもそれほど蛍光強度は高くなりません。逆に減少していく可能性があります。使用している
　　 は細胞膜に浸透して、細胞内で加水分解され、 となり蛍光を発します。 は細胞内では異
　　物となりますので、細胞外に放出されます。そのため蛍光は徐々に減少していきます。

Ｑ： を用いた測定で、血清が入っていると使用できないのはなぜですか？
Ａ：培地中に血清が存在することにより、細胞外で の分解が引き起こされます。
　　少ない細胞数からの測定を可能とするために、蛍光ブランクの要因となるものをとり除く必要があります。

Ｑ：血清、フェノールレッドは前培養段階でも入ってはいけませんか？
Ａ：前培養の段階であれば、特に問題はありません。 添加時の培養液に血清、フェノールレッドが
　　入っていなければ問題ありませんので、添加前に培養液の交換をしてください。

Ｑ：フェノールレッド含有培地の交換ができない場合、他にどのような方法がありますか？
Ａ： をお勧めします。蛍光法と吸光度法の違いがあり、感度は低くなりますが、フェノールレッド
　　を含む培地でも測定できます。

Ｑ： の測定原理を教えて下さい。
Ａ：分子内にエステル構造を有する は、細胞膜を透過した後、細胞内の酵素（エステラーゼ）により加水

分解されて、蛍光性を示す を生成します。この蛍光量を測定することで、細胞数を測定することができます。
また、加水分解された は、細胞膜の透過性が低くなり、細胞外に放出されにくくなります。

- 細胞増殖･毒性を測りたい -　 を用いる測定

Ｑ＆Ａ
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- 細胞の染色 -

、 や  等の蛍光色素は、細胞内に移行後、細胞内エステ
ラーゼにより加水分解を受けることで蛍光性の化合物へ変化する。この性質を利用して、これら 

系の色素類は、生細胞を染色する色素として利用できる。　
、  や  など高い水溶性を持つ蛍光色素は、一般的に

生細胞の細胞膜を透過せず、損傷を受けた細胞膜を透過する。細胞膜を透過した色素は、  に結合
することで、より強い蛍光を発するようになる。この性質を利用して死細胞染色用の蛍光色素として利
用できる。 
　また、生細胞染色用色素、及び死細胞染色用色素を同時に用いることで、生死細胞を染め分けること
も可能である。

【用途】 ・蛍光顕微鏡観察 ・フローサイトメトリー
 ・電気泳動（核酸検出）

細胞の染色

はじめに

色素の特徴
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装置・器具
・炭酸ガスインキュベーター
・クリーンベンチ
・蛍光顕微鏡
・血球計算盤またはセルカウンター
・遠心機
・スライドガラス、カバーガラス またはチャンバースライド

試薬

-細胞の染色 - 対象毎に細胞を染めたい

調製

生細胞染色用色素

試薬により溶解に使用する溶媒が異なるため、保存溶液調製時は、下記を参考にする。表中の染色溶
液の色素濃度を目安に、測定に用いる細胞種や染色条件に応じて、最適化を行う。

製品名 性状 保存方法 分子量 製品形態 保存溶液 ( 使用 ) 染色溶液
白色～微黄色固体 遮光・冷凍
無色液体 遮光・冷凍 
白色～微黄色固体 遮光・冷凍  
橙黄色液体 遮光・冷凍 
白色結晶 遮光・冷凍  
橙色～橙褐色固体 遮光・冷凍 μ  

 

(-) に溶解した色素は分解しやすいため、染色溶液は用時調製する。

μ
( 保存溶液を

で希釈 )

・ DMSO
・滅菌水
・ PBS(-)

生細胞染色用色素

死細胞染色用色素

ミトコンドリア染色用色素

核染色用色素

その他

　

固体の製品は、DMSOを用いて保存溶液を調製する。
液体の製品は、予め保存溶液の濃度に調製されているため、粉末を秤量する必要がなく飛散による汚
染を抑える。染色溶液は、保存溶液を PBS(-) で希釈して調製する。

※溶液での保存を避ける。

※

※

細胞を染色したい
準備するもの
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製品名 性状 保存方法 分子量 製品形態 保存溶液 ( 使用 ) 染色溶液
黄色固体 遮光・冷凍   
微黄～黄色液体 遮光・冷蔵 ※
赤褐色固体 遮光・冷蔵  
橙～赤色液体 遮光・冷凍 
赤褐色固体 遮光・冷蔵  
橙～赤色液体 遮光・冷凍 

変異原性物質であるため、手袋・保護眼鏡・マスク等を着用して扱う。万一、皮膚に付着した場合は、直ち
に大量の水で洗い流す。

死細胞染色用色素

μ

核染色用色素

製品名 性状 保存方法 分子量 製品形態 保存溶液 ( 使用 ) 染色溶液
 赤褐色固体 遮光・冷蔵   

橙～黄色液体 遮光・冷凍 
黄色固体 遮光・冷蔵  
黄色固体 遮光・冷蔵  

μ

ミトコンドリア染色用色素

生細胞のミトコンドリアを染色する。死細胞は染色されない。

- 細胞の染色 - 対象毎に細胞を染めたい

製品名 性状 　           　　　保存方法      　 分子量　　  　 製品形態　　保存溶液 ( 使用 )　　染色溶液
 紫褐～赤紫色固体 遮光・冷蔵 μ ×  

赤～赤褐色粉末 遮光・冷蔵 

変異原性物質であるため、手袋・保護眼鏡・マスク等を着用して扱う。万一、皮膚に付着した場合は、直ち
に大量の水で洗い流す。

廃棄に関しては、変異原性の恐れがありますので、使用した器具の洗浄液などの廃液は、産業廃
棄物処理業者に委託するなど各機関独自の取り扱いガイドラインに従い処理してください。ある
いは下記処理方法を参考にして分解後廃棄してください。 
 　・ 照射や日光にさらし分解する。 
 　・次亜塩素酸ナトリウムにより酸化分解後、中和処理する。

廃棄に関しては、変異原性の恐れがありますので、使用した器具の洗浄液などの廃液は、産業廃
棄物処理業者に委託するなど各機関独自の取り扱いガイドラインに従い処理してください。ある
いは下記処理方法を参考にして分解後廃棄してください。 
 　・ 照射や日光にさらし分解する。 
 　・次亜塩素酸ナトリウムにより酸化分解後、中和処理する。

固体の製品は、滅菌水を用いて保存溶液を調製する。
液体の製品は、予め保存溶液の濃度に調製されているため、粉末を秤量する必要がなく飛散によ
る汚染を抑える。染色溶液は、保存溶液を PBS(-) で希釈して調製する。

固体の製品は、滅菌水を用いて保存溶液を調製する。
液体の製品は、予め保存溶液の濃度に調製されているため、粉末を秤量する必要がなく飛散によ
る汚染を抑える。染色溶液は、保存溶液を PBS(-) で希釈して調製する。

を用いて保存溶液を調製する。

※溶液での保存を避ける。

※

※

※溶液での保存を避ける。

(保存溶液を
で希釈 )

( 保存溶液を
で希釈 )

※ は、バッファー溶液
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染色操作（蛍光顕微鏡観察用サンプルの調製）

・測定対象の細胞を培養用フラスコから回収して、細胞懸濁液を
準備する。

・細胞懸濁液を遠心分離する（ 分間）。

・上清の培地を除去して、 (-) を添加する。
　この際、細胞数が、 ～ となるよう調整する。

・マイクロチューブに細胞懸濁液 μlを添加する。

・これに染色溶液 μlを添加する。

・遮光下にて、 ℃で ～ 分間インキュベートする。

・スライドガラスの上に細胞染色液 μlを滴下し、これにカバー
ガラスを重ねる。

・蛍光顕微鏡にて蛍光染色像を観察する。

・付着性細胞の場合、トリプシン処理やセル
スクレイパー等により回収する。

・生細胞染色試薬の場合、培地中に含まれる
エステラーゼが残存すると、各色素のエス
テル部位が切断されて蛍光性を示す。これ
は、バックグラウンド上昇の原因となるた
め、必要に応じて数回洗浄を行う。
・血球計算盤やセルカウンターなどを用いて
計測する。
・細胞にダメージを与えないように、ピペッ
ティングは穏やかに行う。

・最適な蛍光染色像を得るために、細胞種に
応じて試薬濃度や染色時間の検討が必要で
ある。

操作　　　　　　　　　　　　　　　　　注意点・コツ

-細胞の染色 - 対象毎に細胞を染めたい
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培養細胞を用いた蛍光染色例 -１

- 細胞の染色 - 対象毎に細胞を染めたい

Calcein-AM
(x , B 励起 )

CFSE
(x , B 励起 )

FDA
(x , B 励起 )

生細胞染色試薬を用いた細胞染色の一例として 細胞の場合を紹介する。細胞の種類、観察条件に応じて細胞の固定や、
試薬濃度の調整が必要である。

PI
(x , G 励起 )

EB
(x , G 励起 )

DAPI
(x , V 励起 )

AO
(x , B 励起 )

培養細胞を用いた蛍光染色例 -

CytoRed
(G 励起 )

BCECF-AM
(x , B 励起 )

MitoRed
(G 励起 )

細胞はトリプシン - 処理を行わずに、チャンバースライドに培養した状態で染色した。

細胞をトリプシン - にて処理した後に染色した。

チャンバースライドに細胞を培養後、培地を除去し、
で洗浄した。その後、染色溶液を加えて、培養条件

下で 分間インキュベートした。最後に細胞を で
洗浄し、蛍光顕微鏡により観察した。

培養細胞を用いた蛍光染色例 -３

Hoechst 
(WU励起 )

Hoechst 
(WU励起 )

正常ヒト胎児由来細胞を %グルタルアルデヒド /
で固定化した後に染色した。

生細胞染色試薬

核染色試薬

実験例
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- 細胞の染色 - 対象毎に細胞を染めたい

培養細胞を用いた蛍光染色例 -４
グルタルアルデヒドで固定化した 細胞を核

染色試薬 を用いて染色した。また、ア
クチンフィラメントをビオチン標識ファロイジンおよび

標識抗ビオチン抗体を用いて二重染色
した。

フローサイトメトリー測定例
細胞を生細胞染色用色素 を用いて染色

した後、フローサイトメトリー（ 励起）にて測定
した。未染色の細胞 ( 白線）に対して、染色後の生細胞
は蛍光強度が増大した（青線）。
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調製

装置・器具
・炭酸ガスインキュベーター
・クリーンベンチ
・蛍光顕微鏡
・血球計算盤またはセルカウンター
・スライドガラス、カバーガラス
・マイクロピペット

試薬
［同仁品コード：CS01］

　　（キット内容）
 液 : 

液 : 

・ : ダルベッコリン酸緩衝塩類溶液

-細胞の染色 -

　 ( セルステイン 細胞二重染色キット )は、生細胞染色用蛍光色
素  と、死細胞染色用蛍光色素 を組み合わせたもので、生細胞
及び死細胞を同時に染色することができます。

キットは密閉して、 ℃以下で遮光、冷凍保存する。
液（ ）は水分により加水分解する恐れがあるため、吸湿しないように注意する。

・染色溶液
　　 液および 液を室温に戻す。
　　 の に、 液 μlと 液 μlを加えて混合する。
　　

染色溶液は用時調製すること。

は変異原性物質の疑いがあるため、手袋・保護眼鏡・マスク等を着用して扱う。
万一、皮膚に付着した場合は、直ちに大量の水で洗い流す。

染色溶液中の試薬濃度 
μ   μ

廃棄に関しては、変異原性の恐れがありますので、使用した器具の洗浄液などの廃液は、産業廃棄
物処理業者に委託するなど各機関独自の取り扱いガイドラインに従い処理してください。あるいは
下記処理方法を参考にして分解後廃棄してください。 
 　・ 照射や日光にさらし分解する。 
 　・次亜塩素酸ナトリウムにより酸化分解後、中和処理する。

生細胞と死細胞を染め分けたい

はじめに

準備するもの
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・測定対象の細胞を培養用フラスコから回収して、細胞懸濁液を
準備する。

・細胞懸濁液を遠心分離する（ ,  rpm, 分間）。

・上清の培地を除去して、 を添加する。
　この際、細胞数が、 ～ となるように調製する。

・マイクロチューブに細胞懸濁液 μlを添加する。

・これに染色溶液 μlを添加する。

・遮光下にて、 ℃で ～ 分間インキュベートする。

・スライドガラスの上に細胞染色液 μlを滴下し、これにカバー
ガラスを重ねる。

・付着性細胞の場合、トリプシン処理やセル
スクレイパー等により回収する。

・生細胞染色試薬の場合、培地中に含まれる
エステラーゼが残存すると、各色素のエス
テル部位が切断されて蛍光性を示す。これ
は、バックグラウンド上昇の原因となるた
め、必要に応じて数回洗浄を行う。
・血球計算盤やセルカウンターなどを用いて
計測する。

・細胞にダメージを与えないように、ピペッ
ティングは穏やかに行う。

・最適な蛍光染色像を得るために、細胞種に
応じて試薬濃度や染色時間を調整する検討
が必要である。

操作　　　　　　　　　　　　　　　　　注意点・コツ

-細胞の染色 -　生細胞と死細胞を染め分けたい

細胞を用いた場合の染色操作を示す。染色条件は、細胞の種類・濃度などの条件により変
化するため、注意が必要である。条件に応じて、細胞の固定化や試薬濃度の調整など最適化が必
要である。

染色操作（蛍光顕微鏡観察用サンプルの調製）
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を使用した二重染色例

-細胞の染色 -　生細胞と死細胞を染め分けたい

・蛍光顕微鏡にて蛍光染色像を観察する。 の励起フィルターを用いること
で、黄緑色に染色された生細胞が観察され
る。また、赤色に染色された死細胞も同時
に観察することができる。

の励起フィルターを用いると、赤
色に染色された死細胞のみを蛍光観察する
ことができる。

色素の最適濃度
及び の最適濃度は、細胞種に依存するため、染色する細胞毎に最適色素濃度を求め

る必要がある。以下の操作により、細胞毎の最適濃度を求めることを勧める。

① の最適濃度
目的の細胞を、 ～ μ の 溶液を用いて染色し、細胞質を染めることなく
核のみを赤色に染色する濃度域を目安とする。
必要に応じて染色前に、以下に示した何れかの固定処理を行うとよい。
・ サポニンまたは ～ ジギトニンで 分間処理する。
・ エタノールで 分間処理する。

② の最適濃度
①の死細胞を使用して、 ～ μ の 溶液を用いて染色し、死細
胞の細胞質を染色しない濃度域を決定する。次に、生細胞を用いて、その濃度域で
細胞が十分染色されることを確認する。染色が十分に行われない場合は、
の濃度を上げていくことで最適濃度を決定する。

細胞を用いた二重染色像 ( 励起フィルター使用）
[写真提供 ] 広島大学医学部　山本正夫先生

実験例

・

・
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- 細胞の染色 - 対象毎に細胞を染めたい

細胞が上手く染まらない。

色素が細胞に取り込まれない。

細胞から色素が漏れてしまう。

細胞に色素が取り込まれてい
るのに、見えない。

色素が上手く溶けない。

色素が溶けているかどうか分
からない。

色素を長期間保存していた。

（生細胞染色色素の場合）
で希釈した染色溶液を保存し、

その溶液を使用した。

色素を直射日光に当てた。

使用している細胞の種類が、色素を
取り込み難いものである。

細胞に対して試薬量が少ない。

細胞は自分にとって余計なものであ
る色素を自然に排出する機能がある
ため。

使用しているフィルター（励起・蛍
光）及び光源が違う。

色素の排出が早く起きている。

色素が劣化している。

長期間保存すると、色素は劣化します。長期保存を避
け、長期保存していた色素は使用しない。

生細胞染色色素は水溶液に希釈後、非常に不安定にな
ります。
希釈溶液は、用時調製して下さい。

直射日光により色素は劣化します。直射日光を避けて
保存して下さい。

試薬濃度を高くして下さい。界面活性剤
(Pluronic F- ®) を使用する方法もあります。

試薬濃度を高くして下さい。

出来るだけ早く観察して下さい。
陰イオントランスポーター阻害材（Probenecid) を
使用する方法、または、細胞の膜に結合する-Cell-
stain- CFSE を使用する方法があります。

使用しているフィルターの波長および光源が色素と
あっているか、確認して下さい。

取り込み後、出来るだけ早く観察して下さい。

既定の調製量で溶解していても溶け残りが生じる場合
は、色素が劣化している可能性があります。
保管期間が著しく長いものや、所定の条件で保存して
いなかった場合は、色素全体が分解することがありま
すので、再調製して下さい。

トラブル 考えられる原因 解決方法

溶かす溶媒を調製の項目で確認して下さい。色素が完全
に溶解すると、溶液は透き通った状態に見えます。濁り
がある場合は、溶け残りがある可能性があります。

溶かす濃度を間違えている。

色素が完全に溶けていない。 mgの粉末製品は遠心濃縮で小分けを行っている為、
チューブの底にフィルム上に固まっております。ボルテ
ックスミキサーや超音波照射で十分混合して下さい。

溶かす溶媒を間違えている。 使用する溶媒を染色溶液調製の項目で確認して下さい。
それ以外の溶媒では、色素が劣化したり、溶けない可能
性があります。

トラブルシューティング
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- 細胞の染色 - 対象毎に細胞を染めたい

生細胞染色試薬

Q：粉末で購入した場合、何に溶解すれば良いですか？
A： に溶解してください。開封後時間が経過した には、空気中の水分が溶け込んでいること
があります。生細胞染色試薬は水分で劣化しますので、 は出来るだけ未開封のものをご使用く
ださい。

Q：生細胞染色試薬の中で細胞内に長く留まるのはどれですか？
A： が比較的細胞の中に長くとどまることが出来ます。論文では、 週間細胞の中に蛍光色素が残っ
ていることが確認されています。また、 、 では、 日間細胞中での蛍光が観察
されています。詳細は下記の文献を参照してください。

　 
　 

Q：生細胞染色試薬の中で細胞毒性が低いのはどれですか？
A： 、 は、細胞への影響が低いと言われております。
　 詳細は下記の文献を参照してください。
　 

Q：生細胞染色色素の特徴は？ 
A：製品ごとの特徴は下記の通りです。
　 ：元々細胞内の を測定する試薬として利用されていたものであり、生細胞を染色する
　　　　　　　 色素としても利用されます。 
　 ：細胞機能への影響が一番少ないといわれています。
　 　　　：細胞内に導入後、細胞質内（細胞膜）タンパクのアミノ基と結合するため他の色素に比
　　　　　　べ細胞外への漏出が少ないといわれています。 

　 ：小社にて開発した化合物で、 よりも高い蛍光強度を示します。
　 ：一番古くから知られている色素ですが、細胞からの漏出が早いといわれています。

Q：色素の細胞毒性について報告されている論文はありますか？ 
A： 、 、 、 が細胞に与える細胞毒性を比較した文献がありますので参
照してください。 

　 

Q：細菌を染色したいのですが、どの色素を使えば可能でしょうか？ 
A：細菌は、細胞壁を持つため、その細胞壁を通過できない色素が多くあります。例えば、 や

は動物細胞の細胞膜は通過しますが、細菌の細胞壁は通過できません。 細菌の染色目的に
使用できる色素としては、 がマラリア原虫の染色剤として使われています。死菌の染色には、 、
、 なども使用できます。 生菌の染色には、 を使用した報告があります。 詳細は下記の文

献を参照してください。
　 

Ｑ＆Ａ
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- 細胞の染色 - 対象毎に細胞を染めたい

核染色試薬（死細胞）

Q：核染色に使用される 、 及び の違いは、蛍光波長以外に何がありますか？ 
A：蛍光波長以外の違いは以下の点があります。 

： 重鎖にインターカレーションしたときと、単鎖のリン酸に結合したときでは蛍光波長が異なるこ
とを利用して、 重鎖と単鎖を区別して検出できます。生細胞の細胞膜を透過します。

、 ：基本的には のアデニン -チミジン部に特異的に結合します。生細
胞の膜を透過し、生細胞の も染色できる色素です。膜の透過率は、 のほうが高
いと言われています。固定を行うことでよりきれいに染色できます。

核染色試薬（生・死細胞）

Q：核染色に使用される色素の違いは何ですか？ 
A：蛍光波長以外の違いは以下の点があります。 

：塩基特異性はなく、全 、 に結合します。
： と同様に塩基特異性はありませんが、インターカレーションした時の蛍光強度が より   

　　　高いため、より広く使用される色素です。
： 重鎖の副溝 ( ) と結合、アデニン -チミジン配列に高い結合性を持っています。 

ミトコンドリア染色試薬

Q： と はなぜミトコンドリア染色用なのですか？
A： 、 はともに （ローダミン）と呼ばれる化学構造を有しています。この

は　細胞の中に入ると、ミトコンドリアに集積していく特性があるためミトコンドリア染色色素と
して使用されます。多量に細胞内に導入すると他の部分も染色されてしまいますので、濃度をご検討の
上適量をご使用ください。 

Ｑ＆Ａ
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- 細胞の染色 -　生細胞と死細胞を染め分けたい

Q：どのような原理で細胞は染色されるのですか？
A：生細胞を が、死細胞を が染色します。  は、蛍光色素 の四つのカ
ルボキシル基をアセトキシメチル ( ) 化して脂溶性を高め細胞膜透過性としたものです。
自体は蛍光を示しませんが、生細胞の細胞膜を透過して細胞内に入ると、細胞内各種エステラー

ゼにより が加水分解されて黄緑色の強い蛍光を示します。一方、 は核酸染色色素の一つで、細
胞膜が破壊されている死細胞内に入り込み、細胞内の の二重らせん構造にインターカレートす
ることにより特有の強い赤色蛍光を示します。 は生細胞の細胞膜を通過しません。この作用の異な
る二つの色素を用いることにより、生細胞は黄緑色に、死細胞は赤色に染め分けることができます。

 
Q：蛍光観察するときの波長について教えてください。
A： の波長で励起して観察すると、黄緑色に染色された生細胞、及び赤色に染色した死細胞
を同時に観察することが出来ます。更に の波長で励起することにより赤色に染色した死細胞
だけを観察することができます。

Q：全ての細胞に対して染色は可能でしょうか？
A：基本的には、エステラーゼ活性を持つ動物細胞です。植物細胞は細胞壁があるため、 は細
胞内に導入されず染色されません。細胞壁を除いたプロトプラストであれば、染色は可能です。

Q：動物細胞であれば、どの細胞にも一定の濃度の色素で染色できるのでしょうか？
A：どの細胞にも一定という訳ではありません。使用する  及び の最適濃度は、細胞の種類
に大きく依存します。使用する細胞毎に最適色素濃度を求めるようにしてください。方法は本書 ペー
ジを参照してください。

Q： 自体に細胞毒性はありませんか？
A： の細胞毒性は、他の細胞染色色素に比べ非常に低いと報告されております。
　 詳細は、下記の文献を参照してください。

Q：キットの保存方法について教えてください。
A：密封して ℃以下で保存してください。 は水分により加水分解しますので、吸湿
しないようにして下さい。緩衝液や培養液などに希釈した染色溶液は、用時調製してください。 
溶液は ℃保存で 年間安定です。

Ｑ＆Ａ






