myosin ATPase染色（pH 4.5）
試薬：Sod barbital、塩化カルシウム（CaCl2）、barbital acetate

Adenosine-5'-Triphosphate Disodium Salt Trihydrate（ATP）
塩化コバルト（CoCl2）、硫化アンモニウム
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ATP45分反応までの反応液の作成
A液：0.1Ｍsod barbital: DW 50mL にsod barbitalを1.034g溶解

B液：0.18ＭCaCl2: DW 36mL にCaCl2を0.72g溶解

C液：barbital acetate: DW 20mL にsod barbitalを0.59g、sod acetateを0.39g溶解

①プレインキュベーション液の作成

C液5mL、0.1M HCl　10mL、DW 8mLを混合
②洗い液の作成

　A液4mL、0.18MCaCl2 2mL、DW 14mLを混合

③ATP45分反応の反応液の作成

　A液4mL、0.18MCaCl2 2mL、DW 12mLを混合した液体にATP50mgを溶解
①、②ならびに③のATPを混合していない液は、実験前に作成し冷蔵保存。

ATP45分反応後の反応液の作成

④1% CaCl2：CaCl2 3gをDW300mLに溶解

⑤2% CoCl2：CoCl2 2gをDW100mLに溶解

⑥0.01M sod barbita：A液をDWで10倍に希釈し、800mL程度作成

⑦1%硫化アンモニウム溶液：硫化アンモニウム1mLをDW 100ｍLに溶解

実験手順
凍結横断切片を作成、風乾

pHメーターをキャリブレーションする

①液をHClとNaOHでpH4.5に合わせる。この際、温度があがり過ぎないように氷水等で冷やしながら行う。

②液、③液をpH9.4に合わせる。これらの液の温度については、①液ほど伸張になる必要はない。

①液に切片を浸漬する（プレインキュベーション）。本染色の行うのが久しぶりの場合は、1分から15分位まで1分きざみで切片を浸漬して行き、当たりをつける。

プレインキュベーション後、②液に1分程度浸漬し、洗う。

③液に浸漬し、冷蔵庫内で45分間反応させる

④液で、3分間、3回洗浄

⑤液で、3分間反応

⑥液で、8回洗浄

DWで、軽く洗浄後さらにDWで2分洗浄

⑦液で1分反応

DWで、洗浄

アルコールで脱水、キシレンで透徹、封入

myosin ATPase染色（pH 10.5）

試薬：Sod barbital、塩化カルシウム（CaCl2）、barbital acetate

Adenosine-5'-Triphosphate Disodium Salt Trihydrate（ATP）
塩化コバルト（CoCl2）、硫化アンモニウム

ATP45分反応までの反応液の作成

A液：0.1Ｍsod barbital: DW 50mL にsod barbitalを1.034g溶解

B液：0.18ＭCaCl2: DW 36mL にCaCl2を0.72g溶解

①プレインキュベーション液の作成

A液4mL、B液4mL、DW 12mLを混合

②ATP45分反応の反応液の作成

　A液4mL、B液2mL、DW 12mLを混合した液体にATP50mgを溶解

ATP45分反応後の反応液の作成

④1% CaCl2：CaCl2 3gをDW300mLに溶解

⑤2% CoCl2：CoCl2 2gをDW100mLに溶解

⑥0.01M sod barbita：A液をDWで10倍に希釈し、800mL程度作成

⑦1%硫化アンモニウム溶液：硫化アンモニウム1mLをDW 100ｍLに溶解

実験手順

凍結横断切片を作成、風乾

pHメーターをキャリブレーションする

①液をHClとNaOHでpH10.5に合わせる。本染色を久しぶりに行う場合は、pHが異なる①液を数種類用意し、当たりを付ける。

②液を①液と同じpHに合わせる。
①液に切片を15分間浸漬する（プレインキュベーション）。
③液に浸漬し、冷蔵庫内で45分間反応させる

④液で、3分間、3回洗浄

⑤液で、3分間反応

⑥液で、8回洗浄

DWで、軽く洗浄後さらにDWで2分洗浄

⑦液で1分反応

DWで、洗浄

アルコールで脱水、キシレンで透徹、封入

Thrombospondin 1　ウエスタンブロッティング

①試料調整

タンパク質量を1.5mg/mlに調整、SDS Sample Buffer（10%　2メルカプトエタノール）にて　試料：SDS Sample Buffer＝1：1　に混合した後、95℃で熱処理5分。

②電気泳動
泳動バッファーの作成：トリスグリシンSDSバッファー（Bio Rad）をDWで10倍希釈する
7.5%PAGE（Atto）に15μlづつロードする。試料のレーンがスタッキングゲルの下端までくるまで5mAの定電流で泳動。その後分離ゲル中は20mAで泳動し、ゲルの下端まで泳動する。

③転写

転写バッファーの作成：トリスグリシンバッファー（Bio Rad）をDWで10倍希釈し、メタノールを10%含有するように調整。
PVDFメンブレンをメタノールに1分程度浸漬。その後、15分程度、転写バッファーに浸漬。

右図のようにメンブレンが+側になるように転写装置にセットし、70Vの低電圧で60分転写。

④ブロッキング 

4％スキムミルク（0.05% Tween20）の作成：トリスバッファーサリン（Bio Rad）をDWで10倍希釈し、スキムミルクを溶解し、Tween 20を加える。
4%スキムミルクにメンブレンを1時間、室温にて反応

⑤一次抗体反応

一次抗体の作成：抗マウスTSP-1抗体（SCB, SC-59887）を4％スキムミルク（0.05% Tween20）で200倍に希釈。

Internal Control （GAPDH）：抗マウスGAPDH抗体（ABV, H00002597-MO1）を4％スキムミルク（0.05% Tween20）で3000倍に希釈。

冷蔵庫内で一晩反応

⑥メンブレンの洗浄

トリスバッファーサリン（0.05 %Tween 20）の作成：トリスバッファーサリン（Bio Rad）をDWで10倍希釈し、Tween 20を加える。

5分×5回

⑦二次抗体反応

二次抗体の作成：抗マウスIgG-HRP抗体(MBL, LOT 361)を4％スキムミルク（0.05% Tween20）でTSP-1用は3000倍、Internal Control （GAPDH）用は10000倍に希釈。

メンブレンを浸漬し、室温で1時間反応

⑧メンブレンの洗浄

　⑥と同方法

⑨ECL反応

ECL反応液の作成：ECL Plus(GE Health Care, RPN2132)。Solution A：Solution B＝40：1で混合

メンブレン上に反応液をかけ、5分間反応。レントゲンフィルムに感光。

MAFBX　ウエスタンブロッティング

①試料調整

タンパク質量を1.8mg/mlに調整、SDS Sample Buffer（10%　2メルカプトエタノール）にて　試料：SDS Sample Buffer＝1：1　に混合した後、95℃で熱処理5分。

②電気泳動

泳動バッファーの作成：トリスグリシンSDSバッファー（Bio Rad）をDWで10倍希釈する

7.5%PAGE（Atto）に10μlづつロードする。試料のレーンがスタッキングゲルの下端までくるまで5mAの定電流で泳動。その後分離ゲル中は20mAで泳動し、ゲルの下端まで泳動する。

③転写

転写バッファーの作成：トリスグリシンバッファー（Bio Rad）をDWで10倍希釈し、メタノールを10%含有するように調整。

PVDFメンブレンをメタノールに1分程度浸漬。その後、15分程度、転写バッファーに浸漬。

右図のようにメンブレンが+側になるように転写装置にセットし、70Vの低電圧で60分転写。

④ブロッキング 

TBSカゼインブロッカー（0.05% Tween20）の作成：TBSカゼインブロッカー（Bio Rad）にTween 20を加える。

TBSカゼインブロッカー（0.05% Tween20）にメンブレンを1時間、室温にて反応

⑤一次抗体反応

一次抗体の作成：抗ウサギMAFBX抗体（SCB, SC-33782）をTBSカゼインブロッカー（0.05% Tween20）で300倍に希釈。

⑥メンブレンの洗浄

トリスバッファーサリン（0.05 %Tween 20）の作成：トリスバッファーサリン（Bio Rad）をDWで10倍希釈し、Tween 20を加える。

5分×5回

⑦二次抗体反応

二次抗体の作成：抗ウサギIgG-HRP抗体(BET, A120-201P)をTBSカゼインブロッカー（0.05% Tween20）で20000倍に希釈。

メンブレンを浸漬し、室温で1時間反応

⑧メンブレンの洗浄

　⑥と同方法

⑨ECL反応

ECL反応液の作成：ECL Plus(GE Health Care, RPN2132)。Solution A：Solution B＝40：1で混合

メンブレン上に反応液をかけ、5分間反応。レントゲンフィルムに焼く。

10 リプロービング

ストリッピングバッファーの作成：Tris base 0.76 g、SDS 2 gおよびβ-メルカプトエタノール700 μLを精製水に溶解し、HClでpH 6.8に調整後、全量を100 mLにする。
フィルム露光後、トリスバッファーサリン（0.05 %Tween 20）でメンブレンを各5分間、4回洗浄。

ストリッピングバッファー中でメンブレンを軽く振盪しながら、50℃で30分間インキュベート。 

トリスバッファーサリン（0.05 %Tween 20）で転写膜を各5分間、6回洗浄。 

⑪ブロッキング

TBSカゼインブロッカー（0.05% Tween20）にメンブレンを1時間、室温にて反応

⑫一次抗体反応

Internal Control （GAPDH）：抗マウスGAPDH抗体（ABV, H00002597-MO1）をTBSカゼインブロッカー（0.05% Tween20）で3000倍に希釈。

冷蔵庫内で一晩反応

⑬メンブレンの洗浄

⑭二次抗体反応

二次抗体の作成：抗マウスIgG-HRP抗体(MBL, LOT 361)をTBSカゼインブロッカー（0.05% Tween20）で10000倍に希釈。

メンブレンを浸漬し、室温で1時間反応

⑮メンブレンの洗浄

⑯ECL反応、レントゲンフィルムに感光

CD31免疫組織化学的染色

1) 6μm厚の凍結横断切片を作成、風乾

2) 冷アセトンで10分固定

3) 風乾

4) 0.01M PBSにて5分洗浄、3回

5) 0.3%H2O2メタノールに30分浸漬し、内因性ペルオキシダーゼ抑制

6) パップペンで切片を囲む

7) 3%　BSAを滴下し、1時間ブロッキング

8) 一次抗体反応

Anti PECAM-1 Goat Poly (SCB, SC-1506) を3%　BSAで250倍に希釈
4℃で一晩反応
9) 0.01M PBSにて5分洗浄、3回

10) 二次抗体反応
Biotinylated Anti-Goat IgG (VEC BA-5000)を3%　BSAで500倍に希釈

ラット血清を二次抗体と同量加える。前日に作成。

11) 0.01M PBSにて5分洗浄、3回

12) ABC反応　30分

ABC液は、0.01M PBS　2.5mlにA液とB液を1敵ずつ加える

13) 0.01M PBSにて5分洗浄、3回

14) DABにて発色

DAB溶液：0.05M Trisバッファー 100mlにDAB10mgと30% H2O2を10μl溶解する

15) 水洗

16) ヘマトキシリンで対比染色

17) 水洗

18) 脱水、透徹、封入

高血糖モデルの作成方法

Streptozotocin（STZ）　（Wako 197-15153）

生理食塩水

· 5％STZ生理食塩水溶液の作成：100mgのSTZを2mlの生理食塩水に溶解する。

· ラットへの投与：5％STZ生理食塩水溶液を1ml/kg（50mg/kg）の容量で尾静脈より投与する。

· 投与3日後に血糖測定、尿量、体重測定を行い、糖血糖モデルとなっているか否かについて確認する。血糖は400mg/dl以上となる。

