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マイクロプレートでの穏やかな培養細胞洗浄 

HydroFlex™のドリップモード 

 

 

はじめに 
本稿では、Tecan HydroFlexプラットフォームが接着力の
強い A431も接着力の弱い P815も 96ウェルプレートで
穏やかに洗浄できるかどうかを評価したところ、良好な結

果を得たことを報告する。 

Tecanの新しい HydroFlexプラットフォームは、バキュー
ムフィルトレーション、マグネティックビーズ、マイクロ

プレート洗浄を可能にする拡張機能を備えている。 

穏やかな細胞洗浄のために、HydroFlexプラットフォーム
は吸引・分注の速度設定や洗浄ヘッドの位置など、重要な

洗浄パラメータを個々にコントロールすることが可能で

ある。これによって、使用する細胞のタイプ毎に洗浄プロ

トコールを細かく調整することができる。 

きわめて穏やかなドリップ分注モードと移動機能とを組

み合わせることによって、洗浄ヘッドの位置をウェルの上

昇液面に照らして最適化することができる。これにより、

接着の弱い細胞でも、細胞剥離を最小にして、必ず良好な

洗浄成績が得られるようにする。 

本稿に記載した細胞ベースアッセイでは、ELISAや細胞洗
浄に適した標準洗浄ヘッドを備えた HydroFlex プラット
フォームを使用した。 

細胞ベースアッセイでは、HydroFlexプラットフォームを
用いることによって、使用している細胞の生存率にほとん

ど影響を与えることなく、アッセイ反応物を除去すること

ができる。 

洗浄効果と細胞生存率を測定するため、接着力の強い細胞

と、中等度の細胞とを用いて試験を実施した。さらに、洗

浄の前後に細胞層を観察して、穏やかに洗浄できているこ

とを視覚的に確認した。 

 

材料と方法 
機 器 
標準の 8 連マニフォールドおよび 2 チャンネル洗浄バッ
ファー吸引機能を備えた Tecan HydroFlex プラットフォ
ーム 

マイクロプレート 
Greiner Bio-One製 96ウェルマイクロプレート（Greiner 
Bio-One） 

試薬と測定方法 
試 薬 

トリパンブルー（TB）、ダルベッコ変法イーグル培地
（DMEM、PAA Laboratories）、3-[4,5-ジメチルチアゾー
ル -2-イル]-2,5-ジフェニルテトラゾリウムブロミド
（MTT） 
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アッセイプロトコール 
細胞培養 

ヒト表皮癌細胞（A431、ATCC-No.CRL-1555）およびマ
ウスマスト細胞腫細胞（P815、ATCC-No.TIB-64）を、10 
mM HEPES、4 mM L-グルタミン、1 mM ピルビン酸ナト
リウム、100 U/ml-1ペニシリン、0.1 mg/ml-1ストレプトマ
イシン、5%（v/v）ウシ胎児血清（FCS）（いずれもオー
ストリア、リンツの PAA-Laboratories から入手）を添加
したダルベッコ変法イーグル培地（DMEM）を用いて、
37℃7.5%CO2、湿潤状態で培養した。 

4 週間のあいだに実施した何回かの洗浄操作によって、
P815細胞系から付着細胞を選択した。この洗浄操作は、
（浮遊細胞を含む）上清を、上記を添加した新鮮 DMEM
と置換するというものである。どのアッセイにも、96 ウ
ェルマイクロプレートの各ウェルに、100 µl DMEM中の
各系列 2.104

細胞を播種した。 

HydroFlexプラットフォームの洗浄効率を、着色溶液の除
去をモニタリングすることによって測定した。具体的には、

0.05%トリパンブルー（TB）20 µlを各ウェルに添加し、
565 nm の吸光度を求め（＝100%）、洗浄操作を開始し
た。洗浄ののち、残った TBを吸光度測定により再度求め
た。 

生存率を求めるため、洗浄処理なしの細胞（＝生存率

100%）と、洗浄処理を実施した細胞（＝生存率 x%）と
に対してMTTアッセイを実施した。MTTアッセイは、代
謝活性のある生存細胞であれば、ミトコンドリアの脱水素

酵素によって、可溶性で黄色のMTTテトラゾリウム塩［3-
（4,5-ジメチルチアゾール-2-イル）-2,5-ジフェニルテトラ
ゾリウムブロミド］を還元し、不溶性で濃色のホルマザン

を生成するという原理に基づいている。還元されてできた

ホルマザンの吸光測定値を用いて、生存率および生細胞数

を求める。 

洗浄プログラム 

下に挙げた各プログラムで、洗浄容積（プログラム 1では
600 µl、プログラム 2では 800 µl）および洗浄回数（洗浄
ステップ 1 回または 2 回）が、洗浄効率や細胞生存率に
及ぼす影響を試験した。 

プログラム 1 
Wash 1x / 2x  
Z-position 10.5 mm + Move 
Volume 600 µl 
Head speed 1 mm / s 
Wash rate ドリップモード 
Aspirate  
Mode 通常 
Z-position 8500 µm 
Time 1 s 
Head speed 1 mm / s 
Aspiration rate 1 
 
プログラム 2 
Wash 1x / 2x  
Z-position 10.5 mm + Move 
Volume 800 µl 
Head speed 1 mm / s 
Wash rate ドリップモード 
Aspirate   
Mode 通常 
Z-position 8500 µm 
Time 1 s 
Head speed 1 mm / s 
Aspiration rate 1 
 
A431細胞にも P815細胞にも、全試験を実施した。 

どの試験でも、100 µlの添加 DMEMに懸濁した各系列 2
×104

細胞を、96ウェルマイクロプレートの各ウェルに播
種した。 
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結 果 
図 1および図 2は、接着力が弱い P815細胞および接着力
の強いA431細胞に対するプログラム 1実施前後の光学顕
微鏡像の 1例である。 

この像から、細胞層に穴がないことがわかる。 

このような結果は、HydroFlexプラットフォームが、接着
力の強い細胞および弱い細胞を穏やかに操作するのに適

しており、洗浄後も細胞層が損なわれていないことを確認

するものである。 

 

図 1： PBSを用いたプログラム 1による洗浄前（左）お
よび洗浄後（右）の P815細胞（接着力弱） 

 

図 2： PBSを用いたプログラム 1による洗浄前（左）お
よび洗浄後（右）の A431細胞（接着力強） 

表 1に、プログラム 1または 2で、洗浄回数 1回または 2
回を実施したあとの洗浄効率試験（TB 試験）および細胞
生存率試験（MTT 試験）の結果を示す。各洗浄プログラ
ムにつき、A431および P815をそれぞれ播種した 2枚の
プレートを使用した。 

プログラム 1 プログラム 2 

洗浄 洗浄 

µl 1×600 2×600 1×800 2×800

A431細胞     

洗浄効率［%］ 95.6 98.3 97.3 98.6 

細胞生存率［%］ 81.0 84.1 76.1 75.96 

     
P815細胞     

洗浄効率［%］ 94.9 99.1 97.4 99.0 

細胞生存率［%］ 73.0 70.7 73.8 64.7 

 
表 1： 洗浄操作後の TBおよびMTTの吸光度［%］ 

 
上の値から、HydroFlexプラットフォームを使用した場合
に、洗浄効率が高く、細胞の損傷が小さいことがわかる。 

細胞生存率は A431細胞では 75%超、P815細胞では 70%
超である（表 1）。 

プログラム 2で P815細胞を洗浄するのに容積 800 µlと
した場合に、生存率がわずかに低かったのは、細胞アッセ

イ時によくみられる接着のわずかな低下による。 

 
 
図 3： プログラム 1および 2を実施した後の TBおよび

MTTの量 

 
このデータは、洗浄･吸引プログラムが 1回の場合、洗浄
効率が約 95%、細胞生存率が 75%超であることを示して
いる。 
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結 論 
Tecan HydroFlexプラットフォームは、接着力が強い細胞
に対しても弱い細胞に対しても、自動洗浄に優れた性能を

発揮した。穏やかかつ効率のよい洗浄で、剥離率がきわめ

て低く、細胞生存率が高かったのである。 

吸引・分注の速度設定や洗浄ヘッドの位置など、重要な洗

浄パラメータを高度にコントロールできることから、マイ

クロプレートで培養する細胞が接着力の強いタイプか弱

いタイプかに応じて、洗浄コンディションを簡単に細かく

調整することが可能である。 
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