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はじめに
特定の細胞集団における細胞生存率の評価は、分子生物学研究室で行
われる基本的かつ不可欠なプロセスである。

Corningセルカウンターは自動化されたクラウドベースのセルカウン
ターで、最新の光学系画像と直感的に操作可能な画像解析ツールを利
用している。マニュアルカウントと画像に基づく自動カウントそれぞれの
優れた特性を組み合わせた革新的なデザインである。カウントアルゴリ
ズムはユーザーのニーズに合わせて改良していけるように設計されてい
る。つまりクラウドの特性を利用することで、製品のライフサイクル全
体を通して機能拡張を行うことができる。発売後に追加された機能には、
ヒストグラム、ゲーティング、プロジェクトサマリーの PDF形式エクスポー
ト、クラスターの生存率検出強化などがあるが、これらに限定されない。
その一環として、Corningセルカウンターにオートフォーカス機能が追
加された。この資料では、10～ 70 µmの哺乳動物細胞の細胞濃度を
正確に測定するバリデーション試験について報告する。

材料と方法

3種類の細胞株（Vero、K562、MSC）を用いて Corningセルカウンター
（カタログ番号 6749）を用いたオートフォーカスとマニュアルフォーカス
による細胞カウントの精度を比較した。Vero細胞は 10% FBS添加
DMEMで培養した。K562細胞は 10% FBS添加 RPMI-1640で培養
した。MSCはMSC用の Xeno-free培地で培養した。

Vero 細胞やMSCなどの接着細胞は、TrypLE™ Express Enzyme
（Thermo Fisher 12604039）で剥離させた後、1,000 rpmで 3分間
遠心分離した。ペレットを PBSで再懸濁し、シングルセル懸濁液とした。
浮遊細胞の一種であるK562細胞は、培養液を遠心分離して回収した後、
ペレットを PBSで再懸濁した。

細胞懸濁液にトリパンブルー（Thermo Fisher T10282）をマニュアル
に従い 1：1の割合で添加し混合した。この混合液 10 µLを Corningカ
ウンティングチャンバー（カタログ番号 480200）に注入した。このチャン
バーを Corningセルカウンターのステージ上に置いたアダプタープレー
トにセットした。

細胞のマニュアルフォーカスでは、Corningセルカウンターの取扱説明
書（CLS-AN-486）に従って最適なフォーカスが得られるまで、ノブを
時計回りまたは反時計回りに回した。細胞のオートフォーカスでは、「AF」
アイコンを選択して細胞懸濁液に対しクラウドベースのオートフォーカス
を行った。

本試験では、Corningセルカウンターのオートフォーカスとマニュアル
フォーカスを用いて、各種細胞で 3サンプルをカウントした。

結果と考察

Vero細胞のカウント
細胞をカウントした領域（1.39 mm2）の画像例を図 1に示した。
CytoSMART appもしくは CytoSMARTクラウドの post hocヒストグ
ラム機能を用いて下限ゲートを 6 µmに設定した（図 2）。Corningセ
ルカウンターを用いてオートフォーカスとマニュアルフォーカスにより
Vero細胞の 3サンプルをカウントした。生細胞濃度と生存率の結果を
図 3に示す。これら 2つのフォーカス法で取得した結果を比較すると、
生細胞濃度と生存率のデータはオートフォーカスとマニュアルフォーカス
で同様であった。
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図 1. オートフォーカス後またはマニュアルフォーカス後に細胞をカウントしたとき
の Corningセルカウンター画像。（Aおよび C）カウント前に正しく焦点を合わせ
た画像。（Bおよび D）カウントの結果。生細胞（緑色）、死細胞（赤色）。小さ
い細胞や細胞片は、アルゴリズムやユーザー指定のゲーティングによってカウント
から除外される（図 2に例を示す）。



図 4. オートフォーカス後またはマニュアルフォーカス後に細胞をカウントしたとき
の Corningセルカウンター画像。（Aおよび C）カウント前に正しく焦点を合わせ
た画像。（Bおよび D）カウントの結果。生細胞（緑色）、死細胞（赤色）。小さ
い細胞や細胞片は、アルゴリズムやユーザー指定のゲーティングによってカウント
から除外される（図 5に例を示す）。
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図 2. 細胞径を 6 µmにゲーティングしたヒストグラム（Vero細胞）。この閾値を下回る細胞はカウントから除外される。死細胞（赤いバー）と生細胞（緑のバー）を切り
替えて、各部分集団を別々に計測することも可能。

図 3. オートフォーカスとマニュアルフォーカスによる Vero細胞の細胞濃度と生
存率

MSCのカウント
細胞をカウントした領域（1.39 mm2）の画像例を図 4に示した。
CytoSMART appもしくは CytoSMARTクラウドの post hocヒストグ
ラム機能を用いて下限ゲートを 6 µmに設定した（図 5）。Corning® セ
ルカウンターを用いてオートフォーカスとマニュアルフォーカスにより
MSCの 3サンプルをカウントした。生細胞濃度と生存率の結果を図 6
に示す。これら 2つのフォーカス法で取得した結果を比較すると、生細
胞濃度と生存率のデータはオートフォーカスとマニュアルフォーカスで同
様であった。
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図 7. オートフォーカス後またはマニュアルフォーカス後に細胞をカウントしたとき
の Corningセルカウンター画像。（Aおよび C）カウント前に正しく焦点を合わせ
た画像。（Bおよび D）カウントの結果。生細胞（緑色）、死細胞（赤色）。小さ
い細胞や細胞片は、アルゴリズムやユーザー指定のゲーティングによってカウント
から除外される（図 8に例を示す）。
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図 5. 細胞径を 6 µmにゲーティングしたヒストグラム（MSC）。この閾値を下回る細胞はカウントから除外される。死細胞（赤いバー）と生細胞（緑のバー）を切り替えて、
各部分集団を別々に計測することも可能。

図 6. オートフォーカスおよびマニュアルフォーカスによるMSCの細胞濃度およ
び生存率

K562細胞のカウント
細胞をカウントした領域（1.39 mm2）の画像例を図 7に示した。
CytoSMART appもしくは CytoSMARTクラウドの post hocヒストグ
ラム機能を用いて下限ゲートを 5 µmに設定した（図 8）。Corning® セ
ルカウンターを用いてオートフォーカスとマニュアルフォーカスにより
K562細胞の 3サンプルをカウントした。生細胞濃度と生存率の結果を
図 9に示す。これら 2つのフォーカス法で取得した結果を比較すると、
生細胞濃度と生存率のデータはオートフォーカスとマニュアルフォーカス
で同様であった。
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図 8. 細胞径を 5 µmにゲーティングしたヒストグラム（K562細胞）。この閾値を下回る細胞はカウントから除外される。死細胞（赤いバー）と生細胞（緑のバー）を切
り替えて、各部分集団を別々に計測することも可能。

図 9. オートフォーカスおよびマニュアルフォーカスによる K562細胞の細胞濃度および生存率

結論
	◗ Corning® セルカウンターは、哺乳動物細胞の細胞生存率と濃度を迅速かつ正確に測定することができる。
	◗ 細胞サイズ 10～ 70 µmにおける細胞濃度と生存率の結果は、オートフォーカスとマニュアルフォーカスで同様である。
	◗ オートフォーカス機能は使いやすく、作業時間の短縮や、ユーザー間のばらつきを減らすことができる。
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