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図 2：Cell Chip アダプター。4 チップの同時挿入、同時測定が可能。 

 

材料及び方法 

 

 Spark 10M マルチ検出モードリーダー（Tecan、オーストリア） 

 Cell Chip、Cell Chip アダプター（Tecan、オーストリア） 

 0.4％トリパンブルー溶液（Life Technologies、米国） 

 細胞株： 

a) HeLa（ヒト子宮頸癌細胞、DSMZ、ドイツ）、10％FCS、1％

ペニシリン‐ストレプトマイシン、1％Na-ピルビン酸塩、1％

HEPES、2％L-グルタミンを加えた RPMI 1640 で培養され

たもの。 

b) CHO（チャイニーズハムスター卵巣細胞、DSMZ、ドイツ）、

10％FCS、1％ペニシリン‐ストレプトマイシン、1％Na-ピル

ビン酸塩、1％HEPES、2％L-グルタミンを加えた Ham’s 

F12 で培養されたもの。 

 

細胞は高密集度まで培養し、PBS で一度洗浄した。トリプシン／

EDTA を用いて培養し、1,400 rpm で 5 分間遠心分離機にかけ、新

しい培地で再懸濁した。その後の細胞懸濁液を Cell Chip に注入

し解析した。細胞カウント目的としては、細胞懸濁液 10 µl をチップ

上にそのまま注入し、細胞生存率測定目的としては懸濁液 5 µl と

トリパンブルー5 µl を混合させて注入した。 

 

SparkControl ソフトウェアに内蔵された Cell Counting and Cell 

Viability Application を用いて、Spark 10M リーダーで Cell Chip の

解析を行った。このアプリケーションにより、高速かつ容易に細胞

数および生存率の測定が可能となる。ユーザーはアプリケーショ

ン起動画面上（図 3）で解析対象チャンバーを選択し、「カウント開

始」ボタンをクリックするだけで、データ取得が可能となる。 

 

図 3：SparkControl ソフトウェアー Cell Counting and Cell Viability Application 
メインスクリーン 

 

画像およびデータが取得後すぐに表示される（図 4）。画像および

細胞サイズヒストグラムならびに算出結果が印刷可能な最終レポ

ートとして自動的に作成される。 

 

図 4：SparkControl ソフトウェアによるデータ取得中のリアルタイム画面 

 

 

最大 4 枚の Cell Chip（8 サンプル）の同時解析が可能で、各 Cell 

Chip 上のサンプルは容易にレプリケートされ、より精度の高い結

果の入手が可能となる。レプリケートの平均値を自動計算し、レポ

ートに表示される。 

 

本アプリケーションのデフォルト設定の細胞サイズレンジは 4～90 

µm であるが、対象細胞のサイズによって変更可能である。サイズ

レンジの変更は測定前後いずれも可能で、変更後、自動的にデー

タの再解析が実行される。 

 

特に低密度の細胞混濁液の場合、統計精度向上のために、サン

プルチャンバーごとに 4 枚または 8 枚の画像を取得することも可

能である。これによりカウントされる細胞数が増えるため、より精度

の高い結果を出すことが可能となる。 
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結果 

 

図 5 は、解析結果の PDF 最終レポートの一例である。サンプルお

よび手法に関する情報、カウントデータ、画像、ヒストグラムが表示

される。結果として特定された細胞濃度は 6.36×105 cell/ml で、

細胞生存率は 88％であった。ノイバウエル型計算盤を用いて、同

一サンプルをマニュアルカウントした結果、細胞濃度は 6.5×105 

cells/ml、生存率は約 90％であった。 

 

図 5：全データ、画像、ヒストグラムを表示した PDF レポート 

 

誤差特定 

下記の数式のとおり、測定値と基準値（マニュアルカウント）を用い

て、システムの誤差を算出することができる。 

 

 
100

ト値平均マニュアルカウン

ュアルカウント値平均測定値－平均マニ
誤差＝   

 

CHO 細胞、HeLa 細胞両方に関して、細胞濃度別に、各サンプル

につき画像 1 枚または 8 枚を使用して細胞カウントを行い、それ

ぞれ基準測定法で得られた測定値との比較を行った（表 1）。 

 

 

細胞タイプ 濃度（cells/ml） 誤差（%） 

各サンプルにつき 

画像 1 枚 

誤差（%） 

各サンプルにつき

画像 8 枚 

CHO 4×106 4.71 1.79 

CHO 4.7×105 7.89 4.23 

CHO 3×104 43.94 11.46 

HeLa 4.2×106 5.49 1.50 

HeLa 5.5×105 13.52 7.37 

表 1：細胞濃度別の細胞カウント誤差。 
サンプルごとに画像１枚の場合と８枚の場合のデータ比較。 

 

低濃度の場合、Spark 10M のセルカウンターの精度は、サンプル

毎に 1 枚の画像の場合と比べて 8 枚の場合、大幅に向上した。高

濃度（≧1×107 cells/ml）では、画像枚数による精度差は（データ

上）見られなかった。 

 

再現性の特定 

再現性とは、同一条件下で複数回測定を行った場合の変動の度

合いのことであり、下記の数式を用いて算出される。 

 

100
平均値

標準偏差
%CV＝   

 

本システムの再現性を特定するために、4 枚の Cell Chip の両方

のチャンバーに同一細胞懸濁液を 10 µl 注入し、5 回測定を行い、

1 回の測定につき、サンプルごとに 1 枚または 8 枚の画像を取得

した。得られたデータを用いて、再現性を算出した（表 2）。 

 

細胞タイプ 濃度（cells/ml） ％CV 

各サンプルにつき 

画像 1 枚 

％CV 

各サンプルにつき

画像 8 枚 

CHO 1×106 5.65 1.73 

CHO 1×105 9.04 4.70 

CHO 1×104 15.65 8.51 

HeLa 1×106 3.63 2.00 

HeLa 1×105 13.08 8.18 

HeLa 1×104 20.00 10.42 

表 2：細胞濃度別の細胞カウント再現性。 
サンプルごとに画像１枚の場合と８枚の場合のデータ比較。 
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要約 

 

本実験の結果、Spark 10M マルチ検出モードリーダーは、細胞数

および生存率測定を行う高精度、高速ツールであることが示され

た。Spark 10M マルチ検出モードリーダーを用いた解析はマニュア

ルカウントに比べて再現性においても非常に高いことが明らかに

なった。 

 

また、低濃度サンプルの測定精度および再現性は、サンプル毎に

複数の画像を取得することで大きく向上することが判明した。撮像

および解析は全チャンバー同時に実施されるため、8 サンプルに

対して、サンプルごとに 8 枚の画像を 1 分 45 秒弱で解析すること

が可能である。したがって、マニュアルカウントと比較して、高再現

性かつ高処理能力の作業が可能となるのである。 

 

※このテクニカルノートは Tecan （本社 スイス）が発行（原文英語）

し、テカンジャパンが日本語翻訳したものです。 

翻訳文の表現等に疑義が生じた場合は、原文をご参照ください。 
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ん。また、本文書は予告なく変更する場合があります。記載された商標はすべて法律によって保護されています。本文書に記載された仕様書の技術的詳細および
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