
一般情報

Description
SRA01/04細胞株は、ヒト水晶体上皮（HLE）細胞の初代培養に伴う制限を克服するために開発された、不死化ヒト水晶体上皮細胞株である。これらの制限には、増殖能が低いことや、ドナーの水晶体から十分な量の細胞を採取することが困難であることが含まれる。 SRA01/04は、未熟児網膜症の手術を受けた乳児から採取した一次HLE細胞から樹立されたものである。 不死化は、RSVプロモーターの制御下にあるSV40大型T抗原遺伝子をコードするプラスミドをトランスフェクションすることで達成された。この手法により、生ウイルスの使用を回避し、一貫した特性を持つ均一なクローンの選別が可能となる。

SRA01/04細胞は、130パッセージ以上にわたり安定した増殖を示し、1パッセージあたりの集団倍加数は約3.5である。形態学的には、上皮細胞の特徴を備えた単層を維持している。染色体解析により、不死化状態と一致する低四倍体核型が明らかになった。 アイソザイム表現型により、ヒト由来であることが確認された。重要な点として、この細胞株は、αA-およびβB-クリスタリンやアルドース還元酵素の発現を含む、水晶体特異的な分子的特徴を保持しているが、そのタンパク質発現レベルは初代ヒト水晶体細胞（HLE）培養に見られるものよりも低い。 RT-PCRにより、両方のクリスタリンのmRNAも検出され、シーケンシングにより、既報のヒト配列と100％同一であることが確認された。これにより、SRA01/04は、αA-およびβB-クリスタリンの両方を発現することが示された、初めて確立されたヒト水晶体細胞株となった。

クリスタリンの発現に加え、SRA01/04 は、白内障の発生に関与するポリオール経路に関与する酵素であるアルドース還元酵素も発現している。 最適な増殖には 20% のウシ胎児血清が必要ですが、培養皿に予め付着させておけば、血清濃度を低下させた条件や、さらには無血清条件下でも、細胞は生存・増殖することができます。 この適応性に加え、水晶体特異的な表現型が安定していることから、SRA01/04 は、水晶体の生理学、水晶体上皮における遺伝子発現調節、および白内障形成のメカニズムを研究するための貴重なモデルとなっています。

Organism 人間

Tissue 眼、水晶体、上皮

Synonyms SRA 01-04、HLEC-SRA 01-04、HLE-SRA-01-04、SRA01-04 (HLE)、SRA 01/04、HLEC-SRA 01/04、HLE-SRA-01/04、SRA01/04
(HLE)

特徴

Age 3ヶ月

Gender 男性

Morphology 上皮様

Cell type 眼内レンズ

Growth
properties

信者

規制データ

Citation SRA01-04（Cytion カタログ番号 305436）

Biosafety level 1

NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_7157

GMO Status GMO-S1：このSRA01-04ヒト水晶体上皮細胞株には、眼の水晶体研究を可能にするSV40大型T抗原構築体が含まれています。この分類はドイツ国内にのみ適用され、その他の地域では異なる場合があります。
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生体分子データ

Protein
expression

遺伝子導入：方法＝トランスフェクション；遺伝子＝UniProtKB；P03070；SV40大型T抗原

Isoenzymes LD、NP

ハンドリング

Culture
Medium

DMEM、w：4.5g/Lグルコース、w：4mM L-グルタミン、w：3.7g/L NaHCO3、w：1.0mMピルビン酸ナトリウム（Cytion品番820300a）

Supplements 培地に20％FBSを加える

Fluid renewal 週2回

Freeze
medium

凍結保存培地としては、融解後の生存率を十分に高めるために完全増殖培地（FBSを含む）＋10％DMSO、または回復を促進し凍結によるストレスを軽減するために最適化された浸透保護剤と代謝安定剤を含むCM-1（Cytionカタログ番号800100）を使用している。

Thawing and
Culturing Cells 1. 輸送中の最適温度を維持するため、細胞はドライアイスで輸送される。

2. 凍結バイアルを受け取ったら、細胞の完全性を保つために-150℃以下で直ちに保存するか、直ちに培養が必要な場合はステップ3に進む。

3. 直ちに培養する場合は、バイアルを清浄な水と抗菌剤を入れた37℃のウォーターバスに浸し、小さな氷の塊が残るまで40～60秒間静かに攪拌して速やかに融解する。

4. 凍結バイアルを開封する前に70％エタノールで消毒する。

5. 消毒したバイアルを注意深く開け、細胞懸濁液を8mlの室温培養液を入れた15ml遠心チューブに移し、穏やかに混ぜる。

6. 混合物を300 x gで3分間遠心して細胞を分離し、残留凍結培地を含む上清を注意深く捨てる。

7. 細胞ペレットを10mlの新しい培養液に静かに懸濁する。接着細胞の場合は、懸濁液を2つのT25培養フラスコに分け、懸濁培養の場合は、細胞の相互作用と増殖を効果的に促進するために、全ての培地を1つのT25培養フラスコに移す。

8. 細胞株の継続的な増殖と維持のため、確立されたサブカルチャー・プロトコルを遵守し、信頼できる実験結果を確保する。

Incubation
Atmosphere 37℃、5%CO2、加湿雰囲気。
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Shipping
Conditions 凍結保存された細胞株は、輸送中約-78℃を維持するのに十分な保冷剤とともに、有効な断熱包装でドライアイスとともに輸送される。受領後、直ちに容器を検査し、遅滞なくバイアルを適切な保管場所に移してください。

Storage
Conditions 長期保存の場合、バイアルを-150～-196℃の気相液体窒素に入れる。80℃での保存は、液体窒素に移す前の短い暫定措置としてのみ許容される。

品質管理および分子分析

Sterility
マイコプラズマ汚染は、PCRベースのアッセイと発光ベースのマイコプラズマ検出法の両方を用いて除外される。

細菌、真菌、酵母のコンタミネーションがないことを確認するため、細胞培養物は毎日目視検査が行われる。
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