
一般情報

Description
NCH644細胞株は、EGFRの増幅を欠く患者腫瘍に由来する膠芽腫幹細胞様細胞株であり、膠芽腫の生物学、特に成長因子シグナル伝達と幹細胞の特性を研究するための貴重なモデルとなっている。研究により、NCH644細胞では塩基性線維芽細胞増殖因子（bFGF）が増殖の仲介と幹細胞特性の維持に重要な役割を果たしているのに対し、上皮増殖因子（EGF）は同様の効果を示さないことが示された。NCH644細胞は、CD133やネスチンなどの幹細胞マーカーの発現を増加させることによってbFGFに応答し、またアポトーシスに対する抵抗性を示す。この耐性は、EGFRの増幅がないことと相まって、NCH644を、特に異なる増殖因子条件下での膠芽腫幹細胞様細胞の挙動を理解するのに適したモデルにしている。

NCH644のもう一つの特筆すべき特徴は、NCH421kのような他の膠芽腫幹細胞様細胞株と比較すると、増殖速度が遅いことである。しかしながら、bFGFで刺激すると、NCH644細胞はEGFRの増幅がなくてもEGFRの発現増加を示し、これは線維芽細胞増殖因子受容体（FGFR）とEGFRシグナル伝達経路の相互作用を強調している。さらに、bFGFはNCH644細胞のクローン形成能と多能性を高める役割を果たしており、bFGFがこれらの細胞の神経膠腫幹細胞のような性質を維持するために重要であるという考えをさらに裏付けている。

NCH644細胞はまた、放射線照射やテモゾロミドなどの治療に対して腫瘍形成能と抵抗性の増大を示す、標識保持性の低サイクルの亜集団を持っていることも示されている。NCH644株内のこの標識保持細胞亜集団は腫瘍形成性が高く、細胞数が少なくても免疫不全マウスで腫瘍を形成することができる。これらの特徴は、標準的治療に対する抵抗性と相まって、NCH644を膠芽腫幹細胞を標的とする治療戦略を研究するための重要なツールにしている。

Organism 人間

Tissue 脳

Disease 膠芽腫

特徴

Age 66年

Gender 女性

Ethnicity 白人

Growth
properties

スフェロイド培養

規制データ

Citation NCH644 (Cytion カタログ番号 300124)

Biosafety level 1

NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_x914

生体分子データ

Antigen
expression

高度のCD133陽性
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Tumorigenic はい

Ploidy status 異数体

ハンドリング

Culture
Medium

DMEM:Ham's F12 (1:1)、w: 3.1 g/Lグルコース、w: 2.5 mM L-グルタミン、w: 15 mM HEPES、w: 0.5 mMピルビン酸ナトリウム、w: 1.2 g/L NaHCO3 (Cytion製品番号820400a)

Supplements 培地に、10％FBS、5mg/L ヘパリン、20ng/mL bFGF、20μg/L EGF、5mg/L インスリン、100mg/L トランスフェリン、5,2μg/L Na-セレニット、6,3μg/L プロゲステロン、161,1μg/L プトレシン、50mg/L ヒドロコルチンソンを添加する。

Subculturing スフェロイド培養を再培養する場合は、まず、1000μlのフィルターチップ付きエッペンドルフ・ピペットを用いて、上下に5～10回ピペッティングし、スフェロイドを機械的に解離させる。この後、混合物を300g、室温で5分間遠心し、細胞をペレット化する。上清を捨て、細胞ペレットを新しい培地に懸濁する。最後に、再懸濁した細胞を新しい培養容器に移し、スフェロイド形成をさらに促進する。このアプローチは、スフェロイドの効率的な分解を確実にし、新しい環境での継続的な増殖に備える。

Seeding
density

2 × 10⁵ 細胞/ml

Fluid renewal 週2～3回

Post-Thaw
Recovery

解凍後、細胞を少なくとも24～48時間、凍結から回復させる。

Freeze
medium

凍結保存培地としては、50％基礎培地＋40％FBS＋10％DMSO、またはCM-1（Cytionカタログ番号800100）を使用する。この培地には、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が含まれている。

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、確立された継代培養プロトコールに従 い、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。

Flask Coating
解凍後の最適な接着と生存率を得るためには、コラーゲンコートフラスコまたはプレートの使用を推奨する。

Freezing
Procedure 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。

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／遺伝子プロファイル／HLA

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を受けている。
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