組織の固定・保存条件について
組織量：25mg前後
*必要試薬（Conc. Fix & Perm Buffer B、Conc. Quench Buffer B、Nuclease-free water、Formaldehyde、PBS、Enhancer、50% Glycerol）は当施設より送付いたします。

i) Fixation buffer作製：870μLのNuclease-free water、110μLのConc. Fix & Perm Buffer B、120μLのFormaldehydeを混合（表1参照）
ii) 組織重量を測ったのち、氷冷したガラスシャーレに乗せてメスで細かくミンス（1mLワイドボアチップで吸っても詰まらない程度）
iii) ミンス後、組織重量25mgを分取
37mgを超える場合はご連絡ください 追加費用が必要になる場合があります
iv)Fixation buffer 1 mLを25mgのミンスした組織に添加
v) 4℃で16〜24時間インキュベーションし、固定
vi) 850xgで5分間、室温で遠心し、上清を除去後、2mLの冷PBSに添加
vii) Quenching bufferを作製
875μLのNuclease-free waterと125μLのConc. Quench bufferを混合
viii)850xgで5分間、室温で遠心し、上清を除去後、1mLのQuenching Bufferを添加
短期保存（4℃・1週間）：Quenching Bufferに対して0.1 volumeのEnhancer（65℃で10分加熱）を加え、pipette mixして4℃で保存
長期保存（-80℃・12か月）：Quenching Buffer 1mLに対して0.1mLのEnhancer（65℃で10分加熱）と275μLの50％Glycerolを加え、pipette mixして-80℃で保存
・表1
	
	Fixation Buffer
	Stock
	Final
	Per 25 mg tissue (µL)
	注記

	
	Nuclease-free Water
	-
	-
	870
	-

	
	Conc. Fix & Perm Buffer B (10x Genomics PN 2001301)
	10X
	1X
	110
	*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%
	120
	-



・表２
	
	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。



・表３サンプルが多い場合（事前にご連絡ください）
	Tissue Mass (mg)
	Fixation Buffer (mL)

	12–37
	1

	38–62
	2

	63–87
	3

	88–112
	4



–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。


