
一般情報

Description
安定HEK293細胞-Rpn11-HTBHは、HEK293 （ヒト胚腎293）細胞株の安定トランスフェクト派生株であり、26Sプロテアソームリッド複合体のデユビキチン化酵素サブユニットであるRpn11（PSMD14またはPOH1としても知られる）のタグ付き発現体を発現するように設計されています。 Rpn11は、Zn²⁺依存性のJAMMドメインを持つデユビキチン化酵素であり、プロテアソームによる分解の過程で、プロテアソームに結合した基質からユビキチン鎖を取り除きます。 HTBHタグ（ヘキサヒスチジン-TEV-ビオチン受容体ペプチド-ヘキサヒスチジン）により、ネイティブ条件下でのRpn11含有複合体の親和性精製が可能となり、この細胞株はプロテアソーム複合体の精製や相互作用ネットワークの研究に特に適しています。

この細胞株は、26Sプロテアソームの生物学、ユビキチン・プロテアソーム経路（UPS）の調節、タンパク質品質管理におけるRpn11/PSMD14の機能、プロテアソームの組み立てと動態、およびプロテアソーム阻害剤の作用機序の研究に適用可能です。 また、天然型プロテアソーム複合体のアフィニティ精製や、プロテアソームに関連するデユビキチナーゼの生物学的挙動を研究するためのモデルとしても使用されます。HTBH タグ付けシステムにより、ストレプトアビジンを用いたプルダウン法を用いて、ビオチン化複合体を極めて厳密に精製することが可能になります。

安定化HEK293細胞（Rpn11-HTBH）は、10% FBSおよびトランスジーンの発現を維持するための適切な選択抗生物質を添加したDMEM中で、37°C、加湿された5% CO₂雰囲気下で付着培養として維持される。 細胞は、80～90%のコンフルエンシーに達した時点で、Accutaseを用いて継代培養します（分割比は1:5～1:10）。培地は2～3日ごとに交換します。

Organism 人間

Tissue 腎臓

Disease 形質転換・不死化された胎児腎臓（HEK293系；Rpn11-HTBHトランスジーン）

Applications 26Sプロテアソームの生物学；Rpn11/PSMD14の機能；ユビキチン・プロテアソーム経路；プロテアソーム複合体の精製；デユビキチナーゼの生物学；HTBHタグを用いたアフィニティ精製；プロテアソームの相互作用ネットワークの研究

特徴

Morphology 上皮様

Cell type 上皮細胞

Growth
properties

信者

規制データ

Citation 安定化HEK293細胞-Rpn11-HTBH（Cytionカタログ番号 305719）

Biosafety level 1

NCBI_TaxID 9606

GMO Status GMO-S1：このHEK293派生細胞株には、安定的に組み込まれたRpn11-HTBH発現カセット（ヘキサヒスチジン-TEV-ビオチン受容体ペプチド-ヘキサヒスチジンタグ付きRpn11/PSMD14）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

ハンドリング
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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

ほとんどの細胞はPBS中で剥離します。必要に応じて、Accutaseを添加し、室温で5分間放置してください。

Doubling time 約24～36時間

Subculturing 培地を取り除き、カルシウムおよびマグネシウムを含まないPBSで洗浄し、Accutaseを添加して室温で8～10分間インキュベートした後、培地に再懸濁し、300×gで3分間遠心分離し、上清を捨て、新しい培地に再播種する。

Split ratio 1～10

Seeding
density

2～4 × 10⁴ 細胞/cm²

Fluid renewal 2～3日ごと

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。

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
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