細胞/核の固定・保存条件について
細胞/核：1 x 106 個以上 1 x 107 個以下(3 x 105個から受け入れ可能)
*必要試薬（Conc. Fix & Perm Buffer、Conc. Quench Buffer、Additive C、Nuclease-free water、Formaldehyde、PBS+0.04%BSA、Enhancer、50% Glycerol）は当施設より送付いたします。

i) Fixation buffer作製：435μLのNuclease-free water、55μLのConc. Fix & Perm Buffer B、60μLのFormaldehydeを混合して作製
ii)細胞分離後、1mLの氷冷PBS + 0.04% BSAに懸濁し、細胞数および生存率をカウント
iii)スイング式ローターで遠心（300–400xg、5分、4℃）後、上清を除去*し、ペレットに室温のFixation Bufferを0.5mL加えて5回ピペットで混和
*細胞数が少ない場合（3×10⁵ cells以下）は、30µL程度の上清を残してペレットを保持してください
iv)室温（20°C）で1時間、または4°Cで16〜24時間静置して固定
抗体標識済み試料や長期保存予定の試料は4°C固定を推奨
（脾細胞→4°C固定、白血球・骨髄細胞→20°C固定）。
v)固定後、室温で解凍してVortexしたAdditive Cを0.5mL加えて5回混和
vi) スイング式ローターで遠心（850xg、5分、室温）後、上清を除去
vii) 氷冷Quenching Bufferを1mL加えて5回混和し、氷上で保持
viiI) Quenching Buffer作製：875μL Nuclease-free waterと125μLのConc. Quench Buffer Bを混合して作製
viii)細胞数が1x10⁵未満の場合は200µLで懸濁し、カウント後に800µLを追加して次工程または保存
ix) 固定後、細胞を一部取り、蛍光染色（例：PI Staining Solution）を用いて再カウント(カウントできない場合は全量を保存)
短期保存（4°C・1週間）：Quenching Bufferに対して0.1 volumeのEnhancer（65°Cで10分加熱）を加え、軽くpipette mixし4°C保存
長期保存（–80°C・12か月）：Quenching Bufferに対して0.1 volumeのEnhancer（65°Cで10分加熱）と、最終濃度が10％となるように50％Glycerolを加え、軽くpipette mixし–80°Cで保存
・表4
	Fixation Buffer
	Stock
	Final
	Per 25 mg tissue (µL)
	注記

	Nuclease-free Water
	-
	-
	435
	-

	Conc. Fix & Perm Buffer B (10x Genomics PN 2001301)
	10X
	1X
	55
	*室温で解凍し、ボルテックス後、沈殿がないか確認し、軽く遠心します。室温で保管します。沈殿が見られる場合は、42°Cで10分間加温します。

	Formaldehyde
	37%
	4%
	60
	-



・表5
	Quenching Buffer
	Stock
	Final
	Per 25 mg tissue (µL)
	注記

	Nuclease-free Water
	-
	-
	875
	-

	Conc. Quench Buffer B (10x Genomics PN 2001300)
	8X
	1X
	125
	*室温で解凍し、ボルテックス後に軽く遠心します。4°Cで保管します。



–80°Cで保存したサンプルは保冷ボックスにドライアイスをしっかり詰めて冷凍便（-20°C）で平日の９時から１６時までに到着するように送付してください。
液体窒素で保存した組織も解析可能です。事前にご相談ください。
