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概要
ハイスループットの細胞ベースアッセイは、創薬スクリーニング
において重要なプロセスの一つであり、生細胞を損なうことなく
正確に分注することが成功の鍵となります。スクリーニングラボ
では、処理能力を向上させるために自動試薬分注装置が広く利
用されています。分注操作は迅速であることに加え、細胞の生存
率を維持できるほど穏やかであることも求められます。

本書では、Thermo Scientific™ Multidrop™ Combiマイクロプ
レート試薬ディスペンサーを用いて生きたHeLa S3細胞を96
ウェルおよび384ウェルプレートへ分注するプロセスを紹介し、
手動ピペッティングによる従来法と比較した際の細胞生存率に
ついて検証します。Multidrop Combiマイクロプレート試薬ディ
スペンサーで使用されるペリスタポンプ技術と最適化された
ディスペンスカセットは、さまざまなマイクロウェルプレートおよ
びウェルサイズでの細胞の迅速かつ効率的な分注を可能にしま
す。

材料と方法
細胞の培養
HeLa S3細胞は、FBSとペニシリン／ストレプトマイシンを添加
したKaighn's培地を37 ℃、5％CO2の条件下で細胞培養フラス
コにて接着培養しました。細胞密度が、0.2～0.6 × 106 cells/
mLを維持できるよう、3日ごとに1:5～1:8の割合で継代を行いま
した。

細胞の剥離と分注
細胞をトリプシンでフラスコの底面から剥離し、培地交換後に
細胞数を算出しました。Multidrop Combiマイクロプレート試
薬ディスペンサーを使用して、細胞懸濁液および試薬を分注し
ました。チューブはPBSで予備湿潤を行い、さらに実際のサンプ
ルを分注する前に細胞懸濁液でプライミングしました。その他
のプライミング、分注、およびディスペンスカセットの洗浄は、
Multidrop Combiマイクロプレート試薬ディスペンサーによる細
胞分注のメンテナンスガイドに従って実施しました1。複数のプ
レートへ分注する際には、各プレートの分注前にディスペンスカ
セットを再度プライミングしました。コントロールウェルの分注
には、手動ピペットを用いて細胞を分注しました。

Multidrop Combiマイクロプレート試薬ディスペンサーを用い
た生細胞分注の高い再現性

スタンダードディスペンスカセットを使用して、Thermo Scientific™ 
Nunc™ F96 Microwell™プレートのウェルに100 µLの細胞懸濁液
を分注しました。そして、スモールディスペンスカセット（プラス
チックチップ）で384ウェルプレート、各ウェルに30 µLを分注しま
した。これにより、96ウェルプレートでは1ウェルあたり5,000細
胞、384ウェルプレートでは1ウェルあたり2,000細胞の濃度にな
りました。細胞は自動的に96ウェルプレートの1～10列および384
ウェルプレートの1～22列に分注されました。

同じ数の細胞がプレートの最後から2番目の列に手動ピペッ
ティングで追加され、ブランクコントロール用に培地が最後の列
に分注されました。細胞は両方のプレートタイプで4つの複製プ
レートに分注されました。

細胞生存率アッセイ
分注後の細胞の生存率は、Promega社製のCel lT i ter 96™ 
AQueous One Solution Cell Proliferation Assay（MTS法）を用い
て評価しました。

本検討では、分注操作そのものが細胞に与える影響を評価する
ため、細胞を分注する前にMultidrop Combiマイクロプレート試
薬ディスペンサーおよびスモールディスペンスカセット（プラス
チック）を使用し、AQ試薬を各ウェルに分注しました。AQ試薬
の分注量は、96ウェルプレートで20 µL/well、384ウェルプレー
トで6 µL/wellとしました。

プレートは37 ℃で2時間インキュベートした後、Thermo Scientific™ 
Varioskan™ Flashマイクロプレートリーダーにて490 nmの吸光度を
測定しました。
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結果
目視検査
細胞剥離前に、接着性HeLa S3 細胞を顕微鏡下で観察したとこ
ろ、良好な生存状態であることが確認されました（図1a）。その
後、細胞を剥離して細胞数を計測し、Multidrop Combiマイクロ
プレート試薬ディスペンサーを用いてマイクロプレートに細胞を
分注しました。分注後に再度顕微鏡観察を行った結果、（図1b）
分注後の懸濁液中の細胞は、形態が保持され、生存しているこ
とが確認されました。さらに細胞培養を継続したところ、細胞は
マイクロプレート表面へ均一に接着し、その後も均等に増殖を
続けました（図1c）。

図1a. 細胞培養フラスコの底に付着したHeLa S3細胞

図1b. 分注直後の懸濁液中のHeLa S3細胞

図1c. 96ウェルプレートの底に接着してから24時間後の細胞

細胞生存率アッセイ
細胞増殖アッセイの結果、Multidrop Combiマイクロプレート試
薬ディスペンサーと手動ピペッティングで分注された細胞の生
存率が同等であることが示されました。

図2aは、スタンダードディスペンスカセットを使用した96ウェル
プレートへ分注した際の均一性を示しています。各カラムの結果
は、そのカラム内のウェル（例：A01～H01）の平均値です。

図2bは、スモールディスペンスカセット（プラスチックチップ）
を使用した場合においても、同様に均一な分注が得られること
を示しています。各カラムの値は、各列内のウェル（例：A01～
P01）の平均値から算出しています。

細胞の生存率は、2種類のディスペンスカセットおよびプレート
形式においても、手動ピペッティングと同等であることが確認さ
れました。

図2a. 96ウェルプレートへの細胞懸濁液の分注
A01～A10スタンダードディスペンスカセット、A11手動ピペッティング、
A12ブランクコントロール

図2b. 384ウェルプレートへの細胞懸濁液の分注
A01～A22スモールディスペンスカセット（プラスチックチップ）、A23手
動ピペッティング、A24ブランクコントロール
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結論
細胞生存率アッセイの結果、Multidrop Combiマイクロプレート
試薬ディスペンサーが生細胞の分注に適していることが確認さ
れました。細胞は分注後も形態を保持して生存したままであり、
機械的ストレスによる影響は認められませんでした。スタンダー
ドおよびスモールディスペンスカセット（プラスチックチップ）共
に、細胞分注において高い分注精度が得られました。

再現性の高い細胞分注を得るためには、細胞懸濁液を均一に保
つこと、チューブやチップの詰まりを防ぐためにディスペンスカ
セットの定期的なメンテナンスを適切に実施することが重要で
す。
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