NF200に対する免疫組織化学的染色（Sample：足底皮膚）　　　　　　　　　　  YUKI SEKINO
＜事前準備＞

凍結切片作成（30m）⇒ -80℃にて保存

＜1日目＞

1.　凍結切片を4℃にて約15分，その後室温にて約15分おき解凍．

2.　3% tritonX-100 in 0.5M Tris buffer （30分）．
3.　0.05M Tris bufferでwash （10分×3回）．＊スライドからbufferがはじくまで．
4.　0.3% H2O2 in 100% MeOH （30分）．

5.　0.05M Tris bufferでwash （5分×3回）．
6.  5% BSA/0.5M Tris bufferでblocking （30分）．

7.  1st Ab in 0.5M Tris buffer （1:2000）（4時間室温⇒4℃ O/N）．
    Monoclonal Anti-Neurofilament 200（Phos. and Non-Phos.）antibody produced in mouse

 [Sigma, Cat.No. N0142]
8.　2nd Ab in 0.5M Tris buffer（1:1000）拡散後，正常ラット血清を1st Abの半量加える．

    Biotinylated Anti-Mouse IgG（H＋L） [VECTOR，Cat.No. BA-2000]

　　（作成後，4℃にてO/N shaking）．

＜2日目＞

9.  スライドを室温に戻す（約30分）．

10. 0.05M Tris bufferでwash （5分×3回）．

11. 前日に作成しておいた2nd Abの反応（室温60分）．

12. 0.05M Tris bufferでwash （5分×3回）．

13. ABC液反応（室温30分）．

    VECTASTAIN ABC Standard Kit [VECTOR，Cat.No. PK-4000]

    0.05M Tris buffer 2.5mlにA液1滴＋B液1滴 ＊使用30分前に作成しておく．

14. 0.05M Tris bufferでwash （5分×3回）．

15. DAB発色．
    3,3'-Diaminobenzidine Tetrahydrochloride (DAB) [Wako，Cat.No. 349-00903]

　　0.05M Tris buffer 100mlにDAB 10mg＋30% H2O2 10l
    ＊顕微鏡で神経線維の発色を確認してから発色を停止すること．

16. MQにてwash（数分）．

17. 脱水，透徹，封入

NF200に対する蛍光免疫染色（Sample：足底皮膚）　　　　　　　　　　  　　　YUKI SEKINO

＜事前準備＞

凍結切片作成（30m）⇒ -80℃にて保存

＜1日目＞

1.　凍結切片を4℃にて約15分，その後室温にて約15分おき解凍．

2.　3% tritonX-100 in 0.5M Tris buffer （30分）．

3.　0.05M Tris bufferでwash （10分×3回）．＊スライドからbufferがはじくまで．

4.  5% BSA/0.5M Tris bufferでblocking （30分）．

5.  1st Ab in 0.5M Tris buffer （1:200）（4時間室温⇒4℃ O/N）．
    Monoclonal Anti-Neurofilament 200（Phos. and Non-Phos.）antibody produced in mouse

 [Sigma, Cat.No. N0142]

6.　2nd Ab in 0.5M Tris buffer（1:300）拡散後，正常ラット血清を1st Abの半量加える．

    Goat Anti-Mouse IgG（H＋L）Fluorescein Conjugated Secondary Antibody 

[Chemicon，Cat.No. AP308F（formerly Roche 1814222）]

　　（作成後，遮光して4℃にてO/N shaking）．
＊希釈倍率はもう少し低くても染色可能と思われますが，現在までに1:300でしか実施したことがありません
＜2日目＞

7.  スライドを室温に戻す（約30分）．

8. 0.05M Tris bufferでwash （5分×3回）．

9. 前日に作成しておいた2nd Abの反応（遮光，室温60分）．

10. 0.05M Tris bufferでwash （遮光，5分×3回）．

11. グリセリン封入

＜解析＞

・200倍5画面，表皮が横向きになるように撮影．
 ＊基本的には1枚の切片から連続した5画面を撮影するが，5画面撮れない場合は次の切片

から撮影する．よって，保証のために1個体につき3切片ほど染色した方がよい．切片の作成

具合が染色中に剥がれるか否かを大きく左右する．

・画面右端から左端までの表皮下50mの領域に検出された陽性線維をカウントする．

・表皮下50mの領域で2つに枝分かれするものは2本とカウントし，表皮層内で枝分かれする

ものは1本とカウントする．

・神経線維の本数を表皮の距離（mm）で除したものをデータとする．
