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 機器 A－撮像機能付き細胞カウント機器 

 機器 B－カウント機能を搭載した高性能細胞撮像機器 

 GBC（ヒト胆嚢癌）細胞、37℃、5％CO2 の加湿大気下で、 

10％ v/v FBS、0.1 mg/ml ペニシリン‐ストレプトマイシン、 

1 mM Na-ピルビン酸塩、10 mM HEPES、4 mM Lグルタミンを

加えた DMEM（25 mM グルコース）で培養されたもの。 

 

実験 1－細胞カウント効率の比較 

1X TE を用いて GBC 細胞を培養し、400 g で 3 分間遠心分離機に

かけた。細胞ペレットを 10 ml の 10 ％ FCS DMEM 中で再懸濁し、

以下の手法で細胞カウントを行った。 

a) Spark 10M マルチ検出モードリーダー 

b) 機器 A 

c) 機器 B 

d) C-Chips を用いたマニュアルカウント 

 

Spark 10M リーダーによるラベルフリーの細胞カウントでは、Cell 

Chip の各サンプルチャンバーに 10 µl の GBC 細胞懸濁液を注入

し、各サンプルに対して「測定#1」、「測定#2」を実施した。

SparkControl ソフトウェアによってサンプルチャンバーから 2 段階

選抜が行われ、続いてデータの取得、結果の表示が行われた。こ

の間機器設定は一切不要である。続いて、同一細胞懸濁液 10 µl

の 2 サンプルに関して、機器 A および機器 B によるカウントおよ

びノイバウエル型計算盤を用いたマニュアルカウントを実施した

（詳述略）。 

 

Microsoft® Excel®を用いてデータ解析を行った。手法ごとに 2 回の

測定の平均値および標準偏差を算出し、下記の数式を用いて再

現性（％CV）を算出した。 

 

100
平均値

標準偏差
%CV＝   

 

 

実験 2－低細胞数の細胞カウント精度比較 

実験 1 の GBC 細胞を用いて希釈系列を作製し、各手法による動

的測定を行った。推定細胞濃度の精度を確保するため、4 手法に

よる実験 1 の結果を用いて平均濃度を算出した（1.7×

106 cells/ml）。 

 

希釈係数および対応する細胞数理論値を表１に示す。 

 

 

希釈係数 細胞数 [cells/ml] 

不希釈 1.7×106 

1：5 3.4×105 

1：30 5.6×104 

表１：実験１の GBC 細胞の希釈係数 

 

実験 1 同様の 4 手法を用いて、2 種の無濁液を各希釈で測定した。

カウント精度を最大限に確保するため、低濃度液でも Spark 10M

リーダーの Flexible エリアセレクション機能を用いて、サンプル毎

に 8 画像を取得した。平均値、標準偏差、再現性、細胞数理論値

偏差を Microsoft Excel を用いて算出した。 

 

結果 

 

実験 1－細胞カウント効率の比較 

各手法の 2 回の測定を行った実験 1 の結果を表 2 に示す。 

 

手法 測定値 

［cells/ml］×106 
平均値 

[cells/ml] 

×106 

標準偏差

[cells/ml] 

×104 

％CV

 #1 #2 

Spark 10M 1.83 1.85 1.84 0.014 0.76 

機器 A 1.83 1.86 1.85 0.021 1.14 

機器 B 1.55 1.60 1.58 0.035 2.24 

マニュアルカウント 1.62 1.46 1.54 0.113 7.34 

表 2：４手法による細胞カウントの結果 

 

図 2 に示すように（学生 1 名による t-検定では）手法による有意

差は見られなかった。Spark 10M マルチ検出モードマイクロプレー

トリーダーの細胞カウントモジュールでは、他社機器またはマニュ

アルカウントと同様の結果を出すことが可能である。 

 

図 2：４手法による細胞カウントの結果 
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実験 2－低細胞数の細胞カウント精度比較 

不希釈細胞懸濁液（1.7×106 cells/ml）、1：5 希釈（3.4×

105 cells/ml）、1：30 希釈（5.6×104 cells/ml）に対して各手法を用

いて細胞カウントを実施した結果を表 3 に示す。 

 

1.7×106 Spark 10M 機器 A 機器 B マニュアル

カウント 

測定 #1 1815000 1670000 1700000 1470000 

測定 #2 1800000 1540000 1800000 1650000 

平均値 1807500 1605000 1750000 1560000 

標準偏差 10606.6 91923.9 70710.7 127279.2 

％ CV 0.6 5.7 4 8.2 

目標値からの偏差（％） 6.3 5.6 3 8.2 

     

3.4×105 Spark 10M 機器 A 機器 B マニュアル

カウント 

測定 #1 418000 405000 550000 360000 

測定 #2 439000 413000 460000 405000 

平均値 428500 409000 505000 382500 

標準偏差 14849.2 5656.9 63639.6 31819.8 

％CV 3.5 1.4 12.6 8.3 

目標値からの偏差（％） 26 20.3 48.5 12.5 

     

5.6×104 Spark 10M 機器 A 機器 B マニュアル

カウント 

測定 #1 29000 不可 5500 10000 

測定 #2 44900 不可 41000 10000 

平均値 36950  23250 10000 

標準偏差 11243  25102.3 0 

％CV 30.4  108 0 

目標値からの偏差（％） 34.8  59 82.3 

表 3：４手法による濃度別細胞カウントの結果。 
（％CV および目標値からの偏差を除き）単位は cells/ml。 

 

不希釈液と 1：5 希釈液に関しては、4 手法を同様に実施したが、

細胞濃度が最も低い 5.6×104 cells/ml（1：30 希釈）液では、機器

A を使用した測定は実施していない（「濃度が低すぎます」という表

示が出たため）。マニュアルカウントの精度は非常に低く、2 つの

対象チャンバーそれぞれからカウントできた細胞数は 1 であった。

高精度細胞撮像システム搭載の機器 B による測定は可能であっ

たが、測定値に大きなばらつきが出た。測定間で適度な比較可能

性が見られたのは、独自の Flexible エリアセレクション機能を搭載

した Spark 10M マルチ検出モードプレートリーダーのみであった。 

要約 

 

細胞カウントは、日々のラボワークに欠かせない作業であり、精度

と効率性を兼ね備えた細胞カウント手法を用いることは非常に重

要である。Tecan  Spark 10M リーダーをマニュアルカウント、他社

の同レベル撮像機器（機器 A）、高価格機器（機器 B）と比較した

結果、105～106 cells/ml の細胞懸濁液では、この 4 手法いずれを

用いた場合も容易に測定可能で、合理的な再現性があった。各手

法による結果には有意差は見られなかったが、マニュアルカウント

は非常に時間を要する作業であり、その他の手法に比べて精度も

非常に低い。 

 

104 cells/ml レベルの濃度の細胞懸濁液では、マニュアルカウン

トおよび機器 A は実用的ではなかった。長期培養後であっても細

胞株の増殖が限定的で細胞数が少ない場合、特に問題が生じる

ということである。Spark 10M リーダーおよび機器 B ではいずれ

も、この濃度の場合でも合理的な結果が得られたが、機器 B で

は細胞数理論値からの偏差は大きかった。Spark 10M リーダー

の精度の高さを裏付けるのは、低濃度（＜105 cells/ml）サンプル

から 8 枚の画像を撮像することのできる Flexible エリアセレクショ

ン機能である。 

以上の結果から、Spark 10M リーダーは、幅広い濃度の細胞懸

濁液に対し、高精度、高効率の細胞カウントを実施することが可

能であることが証明された。 
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略語 

 

DMEM Dulbecco が改変した Eagle 培地 

FBS ウシ胎仔血清 

GBC ヒト胆嚢癌細胞株 

HEPES 4-(2-ヒドロキシエチル)-1-ピペラジンエタンスルホン

酸 

TE トリプシン-EDTA 
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