【BrdU・ジストロフィンに対する二重免疫組織化学的染色】
＜１日目＞

（１）冷凍切片作成（10μm）
（２）風乾（ドライヤー冷風にて30分）
（３）冷アセトンにて固定（-4℃、10分）

（４）風乾（冷風にて乾くまで）
（５）パップペンで囲む

（６）5％ウシアルブミンPBSにてブロッキング（60分）

　　　ウシアルブミン（A7906-100G, SIGMA）をPBSで希釈
（７）一次抗体反応（4℃、over-night）

　　　一次抗体を5％ウシアルブミンPBSまたはPBSで200倍に希釈
　　　一次抗体…NCL-DYS1、Novocasta Lab.

（８）二次抗体作成

　　　Anti-mouse IgG・血清（同量ずつ）を5％ウシアルブミンPBSまたはPBSで200倍に希釈
＜２日目＞

（９）PBS洗浄（5分、3回）

（１０）二次抗体反応（室温、60分）
（１１）PBS洗浄

（１２）ABC液反応（室温、30分）

　　　　ABCキット（PK-6100, VECTOR LABORATORIES, INC.）使用…PBS 2.5ml＋A液1滴＋B液1滴

　　　　※使用30分前に作成する

（１３）PBS洗浄

（１４）DAB発色（60秒、顕微鏡で見ながら調節する）

　　　　0.05M Tris buffer 100ml ＋ DAB 10mg（和光, CW147）＋ 30％H2O2 10μl（和光, DCP6239）

        0.05M Tris buffer … トリス塩基(Trizma Base) 1.39g ＋ トリス塩酸塩(Trizma HCL) 6.06g ＋ 水1L

（１５）蒸留水で洗浄（バット使用）

（１６）1N 塩酸で反応（室温、60分）
（１７）PBS洗浄
（１８）一次抗体反応（4℃、over-night）

　　　　一次抗体を5％ウシアルブミンPBSまたはPBSで500倍に希釈

一次抗体…Anti-BrdU（3G26）、Santa Cruz Biotechnology
＜３日目＞

（１９）PBS洗浄
（２０）二次抗体反応（室温、60分）

　　　　Anti-mouse IgG・血清（同量ずつ）を5％ウシアルブミンPBSまたはPBSで500倍に希釈

（２１）PBS洗浄

（２２）True Blueで反応（室温、顕微鏡で見ながら時間は調節）

　　　　True Blue … True Blue Peroxidase Substrate、KPL （希釈なし）
（２３）グリセリン封入
