
一般情報

Description
A375-GFPは、ヒト悪性黒色腫細胞株A375を遺伝子操作して作製された変異株であり、強化型緑色蛍光タンパク質（eGFP）を安定的に発現しています。 親株であるA375細胞株は、成人患者の皮膚黒色腫腫瘍に由来し、BRAF V600E変異を有しているため、皮膚黒色腫のモデルとして、特に発癌性BRAFシグナル伝達に関する研究で広く利用されています。 この変異はMAPK/ERK経路の恒常的活性化を引き起こし、増殖と生存を促進するため、A375細胞はBRAFおよびMEK阻害剤などの標的療法の研究において極めて有用です。GFPを発現するこの派生株は、これらの分子的および表現型的特性を保持しつつ、蛍光を用いた解析を可能にします。

eGFPレポーターの安定的な導入により、in vitroおよびin vivoの両システムにおいて、A375-GFP細胞をリアルタイムで可視化することが可能となります。蛍光イメージングは、細胞の増殖、遊走、浸潤、形態変化のモニタリングに加え、異種移植モデルにおける腫瘍の成長や転移の追跡を容易にします。 この強化型GFP変異体は、従来のGFP構築体と比較して輝度と安定性が向上しており、細胞数が少ない場合でも高感度な検出が可能である。このため、A375-GFPは共培養実験、ハイコンテンツイメージングプラットフォーム、および腫瘍細胞の挙動を精密な空間分解能で解析する必要がある研究において特に有用である。

A375-GFPは、親株であるメラノーマ細胞株の侵襲性および増殖性の表現型を維持しており、これにはMAPK経路阻害剤に対する反応性や、実験モデルにおける浸潤・転移能も含まれます。GFPの導入により、薬剤スクリーニング、生細胞イメージング、および腫瘍と微小環境の相互作用に関する研究における有用性がさらに広がります。 他のレポーター標識細胞株と同様に、特定の実験用途においては、継代を経た際の蛍光安定性および一貫性の検証を行うことが推奨されます。

Organism 人間

Tissue 脚、皮膚

Disease 無色素性黒色腫

特徴

Age 54年

Gender 女性

Ethnicity 白人

Growth
properties

信者

規制データ

Citation A375-GFP（Cytion カタログ番号 305665）

Biosafety level 1

NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_QZ67

GMO Status GMO-S1：このヒトA375メラノーマ細胞株には、蛍光観察を目的としてレンチウイルスベクターによって導入された、増強型GFP発現ベクターが含まれています。この分類はドイツ国内にのみ適用されるものであり、その他の地域では異なる場合があります。

生体分子データ
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Antigen
expression

ZsGreen1（緑色蛍光タンパク質）

Mutational
profile

変異：BRAF、単純変異、p.Val600Glu (c.1799T>A)、ホモ接合体（親細胞株由来）。変異、CDKN2A、単純、p.Glu61Ter (c.181G>T) (p.Gly75Val, c.224G>T)、ホモ接合（親細胞株由来）。変異、CDKN2A、単純、p.Glu69Ter
(c.205G>T) (p.Gly83Val, c.248G>T)、ホモ接合（親細胞株由来）。変異、TERT、単純、c.1-146C>T (c.250C>T) (C250T)、不特定、注記＝プロモーター内（親細胞株由来）。

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10% FBSを加える

Dissociation
Reagent

アキュターゼ

Subculturing 接着した細胞から古いメデュームを取り除き、カルシウムとマグネシウ ムを除いたPBSで洗浄する。T25フラスコでは3-5ml、T75フラスコでは5-10mlのPBSを使用する。次に、T25フラスコでは1-2ml、T75フラスコでは2.5mlのアキュターゼで細胞を完全に覆う。室温で8-10分間インキュベートし、細胞を剥離させる。インキュベーション後、細胞を10mlの培地と静かに混合して再懸濁し、300xgで3分間遠心する。上清を捨て、細胞を新しいメデュームに懸濁し、新しいメデュームの入った新しいフラスコに移す。

Seeding
density

1～3×10⁴細胞/cm²

Fluid renewal 週2～3回

Freeze
medium

凍結保存培地としては、解凍後の生存率を十分に高めるため、完全増殖培地＋10％DMSO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秒間静かに撹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200 x gで5分間遠心し、凍結培地を含む上清を注意深く捨てる。

7. 解凍後の回収に記載されている手順に従う。
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Incubation
Atmosphere 37℃、5%CO2、加湿雰囲気。

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
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