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細胞シート回収のための細胞培養ディッシュとして利用
されている	UpCell® ですが、細胞シートの作製以外に
も様々なアプリケーションで使用されています。トリプ
シンなどのタンパク質分解酵素フリーで細胞が回収可能
な事から、細胞の生理活性を維持、細胞表面の受容体、
フローサイトメーターの抗原タンパク質が高度に保持され
るという特徴があります。

近年注目されている癌免疫療法では、樹状細胞やマクロ
ファージなど種々の免疫細胞が使用されています。これ
らの細胞の一部は培養容器に強く接着しているため、
細胞を回収する際に長時間のトリプシン処理などで細胞
がダメージを受けることが有ります。
本レポートでは、これらの免疫細胞の培養・回収に
UpCell®/RepCell ®を使用する事により、細胞の生理活
性を高度に保持した状態での回収の実例を紹介します。

成熟樹状細胞の回収における	
温度応答性細胞培養器材	UpCell®  /RepCell  ®  の有効性
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RepCell  ® およびトリプシン処理による成熟樹状細胞の回収率
方  法

1. ヒトバフィーコートを PBS により希釈し、リンホセパール I（免疫
生物学研究所）に重層させた後、400xg、30 分間遠心。中間層のPBMC 
画分を分取し、PBS を加えて、同様の条件で 3 回遠心。

2.  分離した PBMC を 24 時間培養し、浮遊細胞を吸引除去。GM-CSF
および IL-4 を加えて、5 日間培養し、未熟樹状細胞へ誘導。

3.  回収した未熟樹状細胞を RepCell®   (a) または一般の培養容器（b、こ
こではファルコン プライマリアカルチャーウェアを使用）に播種。 
OK-432（ピシバニール）を加え、48 時間培養し、成熟化。

4. a. RepCell® ：RepCell® 上で培養した細胞は、4℃の PBS を加え、室
温（25℃）で 5 分静置後、ピペッティングにより浮遊細胞を回収。

b.トリプシン処理：0.25%トリプシン -1mM EDTA を加え、37℃で 5
　分静置後、ピペッティングにより浮遊細胞を回収。

5. 細胞数および生存率を計測。

癌免疫研究における温度応答性細胞培養器材 
UpCell®/RepCell®の利用
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癌免疫療法において、生理活性の高い成熟樹状細胞を効率よく回収する事が重要である。しかしながら、OK-432（ピシバニール）等に
より成熟した樹状細胞は、種々の接着因子が発現しており、培養皿からの剥離が困難だった。RepCell®により回収した成熟樹状細胞は、
細胞表面抗原である CD86 および CD83 を高度に保持しており、また高い IL-12 産生能を保持していることがわかった。細胞表面抗原 
CD86 は、活性化 T 細胞や B 細胞と抗原提示細胞との相互作用における必須因子であることが報告されている。これらの結果から、 
RepCell® により回収された樹状細胞は、細胞治療において高い効果を持つことが期待される。

RepCell®およびトリプシン処理により回収した樹状細胞の存率はいずれ
も同等だったが、回収率についてはRepCell®では約 90% だったが、トリ
プシン処理では 40% 程度であった。このことからRepCell®により高い回
収率が得られることがわかった。

結   果
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�ウェスタンブロッティングおよびフロサイトメトリー解析による
CD86および CD83のタンパク質量の比較

方  法

ウェスタンブロッティング
1.細胞溶解液によりサンプル調製を行い、SDS 電気泳動によりタンパク質

を分離し、ブロッティング。
2.抗ヒト CD83 抗体（R&D systems）および抗ヒト CD86 抗体
（SantaCruz Biotechnology）を使用し、検出。

フローサイトメトリー解析
1.  1% FBS を 含 む PBS に 抗 ヒト CD83 抗 体（BD Biosciences）、 抗
ヒトCD86 抗体（eBiosciences）またはアイソタイプコントロール
抗体を加え30 分インキュベート

2. 1% FBS を含む PBS で 3 回遠心、洗浄後、フローサイトメトリーに
より解析

RepCell ® およびトリプシン処理で回収した細胞の	IL-12	産生能の比較
方  法
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ウェスタンブロッティングおよびフローサイトメトリー解析のいずれにおい
ても、RepCell®により回収した細胞ではトリプシン処理と比較して CD83
および CD86 が高度に保存されていることが分かった。

OK-432により成熟化された樹状細胞は、IL-12を発現しており、その
量はRepCell®で回収した樹状細胞では、トリプシン処理して回収した細
胞と比較しておよそ 2 倍であった。

1.  0.1KE/mL OK-432 を含む培地で 48 時間培養。
2.  ヒト IL-12（p70）ELISA キット（ENDOGEN） を用いて、培地中

のIL-12濃度を測定。 
結   果
結   果



マクロファージは、樹状細胞と同様、接着が強く培養容器からの回収に長時間のトリプシン処理やスクレーパーによる剥離が行われているが、こ
れらの処理により細胞がダメージを受けてしまうことがある。マクロファージの回収において、温度応答性細胞培養容器UpCell®/ 
RepCell® を使用する事により、効率よく回収できることを示す。

マウス腹腔マクロファージの	RepCell ® による回収
方  法

PMA処理により分化誘導されたHL-60 細胞株由来のマクロファージの回収
方  法

1.  HL-60 細胞株を RepCell® および通常の細胞培養用ディッシュ
10cmに1.7 × 103cells/cm2 で播種。

2. 100nM phorbor myristate acetate（PMA） を添加した培地で 3
日間分化誘導。

3. PMA を除去した培地に交換し、2 日間培養。
4. PBS で洗浄して浮遊細胞を除去後、細胞を回収。
a.RepCell®：RepCell®上の細胞は氷冷、5 分静置後、ピペッティング
　にりより回収。

マウス腹腔マクロファージ回収率

RepCell ® によるマウス腹腔マクロファージ回収

マクロファージ回収に関する参考文献
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1. マウス腹腔マクロファージをRepCell®または通常の細胞培養
用ディッシュに 2.4×105cells/cm2 で播種。

2. 2 時間培養後、PBS で洗浄し、浮遊細胞を除去。
3. a. RepCell®：細胞の回収は、室温（20℃）で 30 分静置後、

ピペッティングにより浮遊細胞を回収。
b.トリプシン処理：通常の細胞培養ディッシュ上の細胞を

0.25%トリプシン -1mM EDTA を加え、37℃で 5 分静置
後、ピペッティングにより浮遊細胞を回収。

c. EDTA/scraping：培地を取り除き、2.5mM EDTA を加
え、 20 分氷冷後、スクレーピングにより回収。

4. 細胞数を計測し、回収率を算定。

結  果

RepCell®で培養したマウス腹腔マクロファーは、20℃、30 分の温度処
理により、ピペッティングにより容易に浮遊状態にすることが出来た。
また、回収率は、90% 以上で、トリプシン処理や EDTA/scraping と比
較して有意に高かった。

RepCell® 上で培養し、温度処理による回収では、ほぼ100%の回収率お
よび生存率だったのに対し、EDTA/PBS処理での回収率はほぼ0%だっ
た。このことからHL-60細胞株から分化誘導したマクロファージの回
収にはRepCell®が有効であった。

b.EDTA/PBS：通常の細胞培養用ディッシュ上の細胞は、培地を除
去し、0.25mM EDTA に置き換えて、氷冷、5 分静置後、ピペッ
ティングにより回収。果

5.細胞数を計測し、回収率を算定。

結  果
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UpCell®とRepCell®は、どちらも同じ温度応答性の細胞培養器材ですが、 
RepCell®は表面のグリッド・ウォールにより、
シングルセルや小コロニー状での細胞の回収に適しています。
樹状細胞やマクロファージなどの細胞間接着がほとんど見られない細胞腫では、
UpCell®とRepCell®のどちらでも使用可能です。

 細胞シート回収用温度応答性細胞培養器材
品名 サイズ  (mm） 表面積 容量 品番 包装 希望販売価格（税込）

96 穴マルチウェル

86（L） × 128（W）

0.33cm2/well 0.4mL/well
CS1001 20 枚 ¥63,800

CS1002 5枚 ¥17,600

48 穴マルチウェル 1.1cm2/well 0.5mL/well
CS3001 20 枚 ¥63,800
CS3011 5枚 ¥17,600

 
24 穴マルチウェル 1.9cm2/well 1mL/well

CS3002 20 枚 ¥63,800
CS3012 5枚 ¥17,600

12 穴マルチウェル 3.5cm2/well 2mL/well
CS3003 20 枚 ¥63,800

CS3013 5枚 ¥17,600

6 穴マルチウェル 9.6cm2/well 3mL/well
CS3004 20 枚 ¥63,800
CS3014 5枚 ¥17,600

10cm ディッシュ 92（D） × 17（H） 56.7cm2 12.5mL
CS3005 20 枚 ¥105,600

 CS3015 5枚 ¥28,600

6cm ディッシュ 60（D） × 15（H） 21.5cm2 5mL
CS3006 20 枚 ¥52,800

CS3016 5枚 ¥15,400

3.5cm ディッシュ 40（D） × 12（H） 8.8cm2 3mL
CS3007 20 枚 ¥42,900
CS3017 5枚 ¥12,100

 細胞回収用温度応答性細胞培養器材
品名 サイズ    　（mm） 表面積 容量 品番 包装 希望販売価格　（税込）

     92（D） × 17（H） 56.7cm2 12.5mL
CS1005 20 枚 ¥105,600

CS1015 5枚 ¥28,600

     60（D） × 15（H） 21.5cm2 5mL
CS1004 20 枚 ¥52,800
CS1014 5枚 ¥15,400

     40（D） × 12（H） 8.8cm2 3mL
CS1003 20 枚 ¥42,900
CS1013 5枚 ¥12,100

※仕様は改良のため、予告なく変更する事があります。
※本製品は、医療機器ではなく、研究用に限定しております。医薬品の製造、品質管理、各種診断および研究などその使用目的にかかわらず、人体には使用しないでください。

サンプルのご依頼、記載された情報についてのご質問は下記までご連絡ください。

RepCell ® の 3mm × 3mm の 
グリッド・ウォール 

OIC17-004-02

株式会社セルシード
〒135-0064　東京都江東区青海 2-5-10　テレコムセンタービル東棟 15F 
Email：sales.ccw@cellseed.com　URL：www.cellseed.com

本紙内容は予告なしに変更される場合がございますのでご了承ください。

販売代理店 販売代理店
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