
一般情報

Description
HCT 116-Lucは、ヒト結腸直腸癌細胞株HCT 116のルシフェラーゼ発現誘導株である。 この細胞株は、Photinus pyralis由来のホタルルシフェラーゼをコードする構築体と、プテロマイシン耐性カセット（pac）を組み込んだベクターによる形質導入によって作製されたため、レポーターの発現は経路依存的ではなく、恒常的である。 したがって、生物発光シグナルは生存細胞数に比例するため、このモデルは、生体内の腫瘍負荷を非侵襲的に追跡したり、in vitro で細胞の生存率や増殖をプレートを用いて迅速に定量したりするのに適しています。

親株である HCT 116 株は、この派生株においても、DNA ミスマッチ修復機能の欠損を伴うマイクロサテライト不安定性、野生型 TP53、およびほぼ二倍体の核型など、その特徴的な性質を保持している。その変異背景には、KRAS p.Gly13Asp、 PIK3CA p.His1047Arg、β-カテニンを安定化させ恒常的なWntシグナル伝達を誘導するヘテロ接合型CTNNB1 p.Ser45del、およびMSI大腸がんに典型的なTGFBR2およびACVR2Aのホモ接合型フレームシフト変異が含まれる。
さらに、CDKN2A、EP300、BRCA2、およびPPM1Dにも変異が認められる。レポーター遺伝子の安定的な組み込みにより、同一の動物において同所性および皮下異種移植片の経時的イメージングが可能となり、コホート規模を縮小し、各時点での終点評価の必要性を排除できる。 ルーチンでの増殖中は、プロマイシンによる選別を用いてトランスジーンを維持している。

この細胞株は、前臨床腫瘍学、細胞毒性薬剤および標的薬剤の有効性試験、転移および腫瘍ホーミングモデル、ならびに発光測定が比色測定法よりも広いダイナミックレンジを提供するハイスループット細胞毒性スクリーニングで広く応用されています。 ルシフェラーゼの発現は誘導性制御下にはないため、このシグナルは特定の経路の活性ではなく、細胞数や代謝状態を反映しています。そのため、ATP レベルや細胞代謝を変化させる化合物は、細胞死とは無関係に発光に影響を与える可能性があります。 確認のためには直交的な生存率アッセイが推奨され、DNA損傷剤や免疫調節療法に対する反応を解釈する際には、HCT 116 のミスマッチ修復欠損という背景を考慮する必要があります。

Organism 人間

Tissue コロン

Disease 大腸がん

特徴

Age 48年

Gender 男性

Ethnicity 白人

Morphology 上皮様

Growth
properties

信者

規制データ

Citation HCT116-Luc（Cytion カタログ番号 305787）

Biosafety level 1

NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_C8WT

GMO Status GMO-S1：この細胞株には、複製不能レンチウイルスによる導入により、安定的に組み込まれたホタルルシフェラーゼレポーターカセット（Luc2、コドン最適化）が含まれています。 得られたポリクローナル細胞集団は、プテロマイシン（1～5 µg/mL）による選抜下で維持された。S1レベルの封じ込めが必要である。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る。
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生体分子データ

Antigen
expression

Luc2（ホタル、コドン最適化）

Mutational
profile

変異：p.Lys437Argfs*5、ホモ接合体；変異：p.Ile2675Aspfs*6、ヘテロ接合体；変異：p.Arg24Serfs*20、ヘテロ接合体； 変異：p.Ser45del、ヘテロ接合体；変異：p.Met1470Cysfs*22、ヘテロ接合体；変異：p.Asn1700Thrfs*9、ヘテロ接合体；
変異：p.Gly13Asp、ヘテロ接合体；変異：p.His1047Arg、ヘテロ接合体；変異：p.Leu450Ter、ヘテロ接合体；変異：p.Lys128Serfs*35、ホモ接合体

ハンドリング

Culture
Medium

McCoys 5a、w：3.0g/L グルコース、w：安定グルタミン、w：2.0mM ピルビン酸ナトリウム、w：2.2g/L NaHCO3 (Cytion article number 820200a)

Supplements 培地に10% FBSを加える

Dissociation
Reagent

アキュターゼ

Seeding
density

1-3×10^4/cm²

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。
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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

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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