包括型脳科学研究推進支援ネットワーク　リソース・技術支援対象課題　公募申請書
高品質抗体作成・脳機能分子発現解析支援　申請書
支援拠点代表
渡辺雅彦　殿

（電話011-706-5032、ファックス011-706-5031）

（電子メールaande@med.hokudai.ac.jp）

　「包括型脳科学研究推進根とワーク　リソース・技術支援対象課題公募要項」の申請にあたっての留意点を遵守し、本申請課題を申請者と支援担当者の共同研究として実施することを了解の上、申請します。
平成　　年　月　日提出

	要望する支援

（該当するものに○）
	（　　）高品質抗体作製
（　　）脳機能分子発現解析

	申請課題名
	

	ふ　　り　　が　　な
	

	申請者氏名
	

	所属機関・職名
	

	連　絡　先
	(〒　　　　　　)



	
	TEL
	
	FAX
	

	
	E-mail
	


１）高品質抗体作成支援
特異抗体ができた場合は、精製抗体５ml（精製量がこれに満たない場合は精製量の半量）を依頼者に供与し、依頼者の裁量と責任においてこの供与抗体を自由に研究活動に使用することができます。一方、作成した抗体を用いた最初の論文が発表された場合（もしくは供与以降３年を過ぎた場合）は、支援担当者が保有する残余の抗体については、これを求める他の研究者も広く使用できることとします。
	抗原分子
	分子名（種）
	

	
	アミノ酸配列
	

	
	塩基配列
	

	
	データベース
	

	
	相同性／ドメイン構造
＊１
	データシート　（　添付　・　未添付　）

	
	抗原候補部位
＊２
	

	特異性検定
	
	高品質抗体作成支援においては、課題申請者が抗体特異性の検定手段を持ち、支援担当者と協力しながらその検定を実施できることを重視します。該当する項目にチェックしてください。
（　　）ノックアウト動物を用いたイムノブロットもしくは免疫組織化学による検定を行える。
（　　）その分子の強制発現細胞やノックダウン細胞を用いたイムノブロットもしくは免疫組織化学による検定を行える。
（　　）その他　（具体的に説明してください）


	プラスミド
＊３
	
	プラスミド調製　（　可能　・　不可能　）
シークエンス確認（　可能　・　不可能　）

	免疫動物　　
＊４
	
	


＊１：相同性のある分子がある場合は、別紙にその配列比較情報をデータシートとして添付してください。また、膜貫通部位や抗体作成の際に有用となるドメイン情報があれば、データシートに記入してください。
＊２：原則として、１０—５０アミノ酸の範囲で、他の分子との相同性や研究目的との関連で、よいと思われる抗原候補部位を、優先順位を付して記載してください。なお、一般的にシグナルペプチドを除いたN末領域やC末領域はよい抗原部位となることが多く、また抗原の可溶性は重要なポイントとなりますので構成アミノ酸の親水性／疎水性なども考慮して、設計してください。長さや相同性などの状況によっては、合成ペプチドを抗原や精製用に使います。
＊３：免疫用抗原と抗体精製用抗原は、トロンビン切断可能なグルタチオン融合タンパク（GST）を第１選択とし、必要に応じて合成ペプチドも用います。前者に必要なcDNAを組込んだpGEX4Tプラスミドの調製は、原則として依頼者が行うこととします（必要であれば空のプラスミドを送付します）。また、プラスミドにサブクローニングしたcDNAの塩基配列と読み枠が正しいことを確認する作業も、原則として依頼者が行うこととします。もし、プラスミド調製ができない場合や、シークエンス確認をできない場合は外注しますので、「不可能」をチェックしてください。
＊４：ウサギ（１羽）とモルモット（１匹）を基本免疫動物としてポリクロナール抗体を作成します。これ以外の免疫動物種である必要性がある場合や、モノクロナール抗体の必要性がある場合は、その理由を付して記入してください。
２）脳機能分子発現解析支援

１　依頼する解析支援の目的と希望する支援内容を具体的に説明してください。
	目的
	

	支援内容
	


なお、支援できる解析項目は以下のとおりです。
・アイソトープ標識オリゴプローブを用いたin situハイブリダイゼーション
・非アイソトープ標識リボプローブを用いたin situハイブリダイゼーション
・共焦点レーザー顕微鏡を用いた蛍光多重染色解析
・包埋前免疫電顕解析
・包埋後免疫電顕解析
・凍結超薄切片を用いた免疫電顕
・凍結割断レプリカ免疫電顕
・電顕による超微細形態解析
２　リボプローブを用いるin situハイブリダイゼーション解析支援では、申請者はcDNAを挿入した転写用プラスミドベクターを提供できることが条件となります。
	cDNA
	分子名（種）
	

	
	塩基配列(残基番号) ＊１
	

	
	データベース
	

	プラスミド
	プラスミド名と挿入制限酵素サイト　＊２
	

	転写
	使用する制限酵素とRNA polymeraseの組合　＊３
	アンチセンス：
センス：

	発現情報
	参考となる発現情報（論文）
	


＊１：プローブとなるcDNAの長さは６００－１２００塩基長にしてください。
＊２：可能な限りBluescriptIIを使用してください。
＊３：３‘突出端末となる制限酵素（例：KpnI, SacIなど）は使用できません。
３　抗体を用いる免疫組織化学解析支援の場合、申請者は抗体の特異性を証明された抗体および解析結果の特異性を検証できる材料を提供できることが条件となります。該当する項目にチェックしてください。
	抗体特異性の証明方法
	（　　）ノックアウト動物を用いて証明されている
（　　）その分子の強制発現細胞やノックダウン細胞を用いて証明されている
（　　）解析対象となる組織（部位）のイムノブロットにより証明されている

	抗体特異性の証明情報
	

	解析結果の特異性の検証材料
	（　　）特異性を検証できるノックアウト動物（組織）を提供できる。
（　　）コントロール実験に用いる吸収用抗原を提供できる。
（　　）その他　（具体的に説明してください）
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