
 
 

   

StemPro® NSC SFM 
 

GIBCO
®
 StemPro NSC SFMは、ヒト神経幹細胞（NSC）の増殖用に開発されました。StemPro NSC SFMを

用いることで、多分化能（ニューロン、オリゴデンドロサイト、アストロサイトへの分化能）を維持しながら、ヒト

NSC の長期的な継代増殖が可能となります。StemPro Neural 添加剤は、オリゴデンドロサイト前駆細胞

（OPC）およびグリア前駆細胞（GRP）の培養にも使用できます。 

 

 

内容 カタログ番号 内容量 

  

StemPro NSC SFMには以下の試薬が含まれます。 

 
KNOCKOUT™ DMEM/F12 
FGF Basic REC HU 
EGF Recombinant Human 

StemPro Neural添加剤 

 
A10509-01 

 
12660-012 
PHG0024 
PHG0314 
A10508-01 

 
1 Kit 

 
1 x 500 mL 

1x10 ug 
1x10 ug 

1 x 10 mL 

 
 
 

使用目的 

研究用です。注意：ヒトまたは動物の診断や治療に

使用することはできません。 

 

注意事項 

StemPro Neural添加剤は、沈殿物の生成を避ける

ため、完全に解凍するまで 37Cで解凍させることを

推奨します。解凍した試薬は、2～8C、暗所で保存

した場合、4 週間安定です。また、後日使用する場

合は再凍結することも可能です。 

 

完全培地は必要量を分注して使用することを推奨し

ます。完全培地を 37C 条件に何回も曝露すること

は避けてください。 

 

Basic FGF（カタログ番号 PHG0024）は 37C では

不安定です。製品分析シートに従って適切に保存し

てください。 

 

保存 

StemPro Neural添加剤：－5～－20°Cで保存。遮

光 

KNOCKOUT™ DMEM/F12：2～8°Cで保存。遮光。 

FGF Basic REC HU & EGF Recombinant 

Human：2～8°Cで保存。 

 

有効期限 

StemPro Neural添加剤：12 ヵ月 

KNOCKOUT™ DMEM/F12：12 ヵ月 

FGF Basic REC HU & EGF Recombinant 

human：12 ヵ月 

培養環境 

StemPro NSC SFM 完全培地中でヒト神経幹細胞

を培養する場合の標準的な培養条件は、CO2 濃度

4～6%、36～38C です。CELLstart™でコーティン

グした培養フラスコ等（T25 フラスコなど）または未

処理フラスコ（ニューロスフェア培養系）を用いて、

StemPro NSC SFM完全培地中で、通常の無菌環

境下で培養可能です。培養フラスコ内のエアレーシ

ョンが適切に行われていることを確認してください。

培養液は過度に光に当てないよう注意してくださ

い。 

 

培地の調製 

StemPro NSC SFM 完全培地は、KNOCKOUT™ 

DMEM/F12 に StemPro Neural 添加剤、EGF、

bFGF、および GLUTAMAX™-I の添加が必要です。

調整した完全培地は、暗所、2～8C で保存した場

合、4週間安定です。 

 

 完 全 培 地 500 mL を 作 製 す る に は 、

KNOCKOUT™ DMEM/F12 485 mLに StemPro 

Neural 添加剤 10 mLを無菌的に添加します。 

 bFGF および EGF を無菌的に添加します。チュ

ーブを完全培地でリンスして完全培地 500 mL

に加えます。 

 200 mM GLUTAMAX™-I（カタログ番号 35050）

5.0 mLを完全培地に無菌的に添加します。 

 必要に応じて、抗生物質-抗真菌剤溶液（カタロ

グ番号 15240）を 10 mL/Lの割合で完全培地に

添加してください。 



 

   

凍結保存ヒト NSCの解凍： 

1. 凍結細胞バイアルを 37C の恒温槽で迅速に

解凍します。 

2. 凍結保存バイアルの細胞溶液をすべて 50 mL

コニカルチューブに移します。 

3. このコニカルチューブに 37C で温めた

StemPro NSC SFM完全培地 4 mLを 1秒間

に約 1 滴の割合で、穏やかに混合しながら添

加します。その後、温めた培地 5 mL を添加し

ます。 

4. 凍結保存剤を除去するため、チューブを 200×

gで 4分間遠心し、上清を取り除きます。 

5. 温めたStemPro NSC SFMで細胞を穏やかに

再懸濁し、チューブの細胞溶液をすべて

CELLstart™でコーティングした培養フラスコに

移 し ま す 。 詳 細 は 「 培 養 フ ラ ス コ の
CELLstart™コーティング」の項をご覧くださ
い。 

6. CO2濃度 4～6%、36～38C でインキュベート

します。 

7. 解凍から24時間後に培地を交換してください。

詳細は「StemPro NSC SFMによる細胞の継
代培養」の項をご覧ください。 

 

注：StemPro NSC SFM で培養した細胞の解凍に

ついては、初回の播種する細胞数を 1×10
5
細胞

/cm
2
以上にすることを推奨します。 

 

StemPro NSC SFMによる細胞の継代培養 

StemPro NSC SFMは、胎児組織から単離したヒト

NSC または胚性幹細胞由来のヒト NSC の継代培

養用に開発されました。アプリケーションごとに至適

培養条件を決定する必要があります。 

 

OPC細胞および GRP細胞を培養する場合は、「培
地の調製」の項のプロトコールに従って完全培地を
調製し、EGFを添加する代わりに PDGF-AA（カタロ

グ番号 PHG0035）を 10 ng/mL の濃度で添加しま

す。 

 

注：以下に詳述するプロトコールは T25 培養フラス

コ（25 cm
2
）で行う培養プロトコールです。容量は、

必要な容器の大きさに従って調整する必要がありま

す。ニューロスフェア浮遊培養については、通常の

ニューロスフェア培養プロトコールに従ってStemPro 

NSC SFMを用いることができます。 

 

 

 

 

 

 

 

A. 培養フラスコの CELLstart™コーティング 

注：最適な細胞接着のため、CELLstart™をカルシ

ウムおよびマグネシウム含有の DPBS（カタロ

グ番号 14040）で希釈する必要があります。 

1. CELLstart™（A10142）を DPBS で 1：100 の

割合で希釈します（例 ： DPBS 5 mL に

CELLstart™を 50 uL 添加）。穏やかにピペッ

ティングして混合します。ボルテックスは避けて

ください。T25 培養フラスコに CELLstart™溶

液を 5 mLずつ添加しコーティングします。 

2. CELLstart™溶液を添加した培養フラスコをイ

ンキュベーターに入れ、CO2 濃度 4～6%、36

～38Cで 60分間インキュベートします。 

3. インキュベーション後、使用するまでフラスコを

インキュベーター外に出しておきます。使用直

前に CELLstart™溶液を除き、StemPro NSC 

SFM 完全培地を加えてください。プレートは、

コーティング後、Parafilm でしっかりと密封して

2～8Cに保存しておくことも可能です。使用直

前まで CELLstart™溶液は除かないでくださ

い。 

 

B. StemPro NSC SFM での細胞増殖 

1. 顕微鏡で培養フラスコを観察し、細胞が継代可

能な状態（約 90%コンフルエント）であることを

確認します。 

2. 細胞剥離剤 （ TrypLE™または StemPro
®
 

Accutase
®
）および StemPro NSC SFM 完全

培地を使用前に予め 37Cに温めておきます。 

3. ピペットを用いて培地をフラスコから除きます。 

4. 細胞を 3 mL の DPBS（カタログ番号 14190）

で洗浄し、洗浄後この DPBSを除きます。 

5. T25フラスコに細胞剥離剤1.0 mLを添加し、フ

ラスコを全方向に傾けて溶液が均等に行き渡

るようにします。室温で 2～5分間インキュベー

トします。 

6. 細胞が剥離したら（フラスコを傾け剥離した細

胞が移動することにより確認できます）、穏や

かにピペッティングして細胞を解離させます。

細胞剥離剤を完全培地9 mLで希釈して、細胞

の剥離反応を停止させます。細胞懸濁液をコ

ニカルチューブに移します。 

7. チューブを 200×gで 4分間遠心します。 



 

   

8. 上清を除き、適量の温めた StemPro NSC 

SFM 完全培地に細胞を再懸濁します。この細

胞懸濁液からサンプルを1部取り、適切な計数

法（血球計など）により細胞を計数します。 

9. CELLstart™のコーティングプロトコールに従っ

て 、 各 コ ー テ ィ ン グ 済 み フ ラ ス コ か ら

CELLstart™コーティング溶液を除きます。

StemPro NSC SFM完全培地 5 mLを添加し

ます。 

10. 5×10
4
細胞/cm

2
（1.25×10

6
細胞/T25 フラス

コなど）になるように、CELLstart™をコーティン

グしたフラスコに十分な量の細胞懸濁液を添

加します。フラスコを穏やかに振って細胞を均

等に分散させます。 

11. インキュベーターに培養フラスコを入れ、CO2

濃度 4～6%、36～38C でインキュベートしま

す。 

12. 最適な培養条件と細胞増殖を実現するため、2

日ごとに、新しい StemPro NSC SFM完全培

地に交換してください。 

 

StemPro NSC SFM中の細胞の凍結保存 

1. StemPro NSC SFM完全培地に 20% DMSO

を添加し、NSC 凍結保存液を調製した後、使

用するまで 4C で保存します。凍結保存培地

は使用日に作製してください。 

2. 最適な最終細胞密度（2.0×10
6
細胞/mL、1 

mL/バイアルなど）になるように凍結保存培地

を調整します。 

3. 剥離した細胞溶液を 200×gで 4分間遠心しま

す。 

4. 細胞ペレットを必要量の半分の量の完全培地

で再懸濁します。残り半分の量の 20% DMSO

含有培地を滴下し、DMSOの最終濃度が10%

になるようにします。 

5. 懸濁液を凍結保存バイアルに分注します。 

6. 標準的なプロトコール（1分間に1Cずつ低下）

に従って、凍結保存します。 

7. 凍結細胞を液体窒素に移します。細胞は 

 －125～－200Cでの保存を推奨します。 

関連製品 

CELLstart（A10142） 

ダルベッコリン酸緩衝生理食塩水（DPBS）, カルシ

ウム, マグネシウム, フェノールレッド（1×）非含有, 

液体（14190） 

ダルベッコリン酸緩衝生理食塩水（DPBS）, カルシ

ウム, マグネシウム含有（1×）, 液体（14040） 

抗生物質-抗真菌剤（100×）（15240） 

GlutaMAX
TM

-I, 200 mM（100×）, 液体（35050） 

TrypLE Express（1×）, 液体, フェノールレッド非含

有（12604） 

PDGF-AA（PHG0035） 

StemPro 
®
 Accutase

®
（A11105） 

 

 


