IGF-I定量法（Mouse,ELISA KIT    R&D Systems）

サンプルホモジェネート

細胞：１XPBS、20μlでホモジェネートし、－20度以下で一晩ストックする。凍結－溶解の2サイクルを行い、細胞膜を破壊する。

　　　遠心分離は5分間5000xgで行う。

　　　ホモジェネートした組織は4～8倍に希釈して使う。

　　　（今回は筋50mgあたり500μlのPBSでホモジェネート、遠心分離後、さらに2倍に希釈して使用。タンパク質濃度＝約1mg/ml）

試料調整

サンプルはCalibrator Diluent RD5-38で2倍に希釈して使用

準備試薬

・試薬は使用前に室温に戻す。

・マウスIGF Kit Control　（ポジティブコントロール）

　1.0mlの蒸留水をKit Control瓶に直接添加

・洗浄液　Wash Buffer

　蒸留水で25倍に希釈して使う。

  Wash Buffer　625ml作るときは、蒸留水（600ml）＋Wash Buffer concentrate（25ml）

　濃縮液に結晶ができたら、結晶が完全に溶けるまでゆっくり混ぜながら室温に戻す。

・発色液　Substrate Solution

　Color reagent AとColor reagent Bを遮光して等量混ぜ合わせる。

　使用する15分前に作成する。

Standard液調整

1．キット付属のMouse IGF-I Standard　4ng　＋　Calibrator Diluent RD5-38　2ml

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　→　ストック液　2000pg/ml

2．2ml（2000pg/ml）から200μlとって、200μlのCalibrator Diluent RD5-38と混合

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　→　1000pg/ml

3．400μl（1000pg/ml）から200μlとって、200μlのCalibrator Diluent RD5-38と混合

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　→　500pg/ml

4．400μl（500pg/ml）から200μlとって、200μlのCalibrator Diluent RD5-38と混合

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　→　250pg/ml

5．400μl（250pg/ml）から200μlとって、200μlのCalibrator Diluent RD5-38と混合

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　→　125pg/ml

6．400μl（125pg/ml）から200μlとって、200μlのCalibrator Diluent RD5-38と混合

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　→　62.5pg/ml

7．400μl（62.5pg/ml）から200μlとって、200μlのCalibrator Diluent RD5-38と混合

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　→　31.2pg/ml

8．一つはCalibrator Diluent RD5-38を200μlのみとする。（0pg/ml）

分析手順

1．それぞれのwellにCalibrator Diluent RD5-38を50μlずついれる。

2．それぞれのwellにStandard液、Kit Control、サンプルを50μlずつ入れ、stripで蓋を

　　し、室温で2時間、500±50rpmの設定のシャーカーにのせる。

3．それぞれのwellを400μlずつのWash Bufferで5回洗浄する。

4．Mouse IGF-I Conjugate　100μlずつを各wellに加え、室温で2時間シェーカーにのせる。

5．ステップ3と同様にWash Bufferで洗浄する。

6．発色液　Substrate Solution　100μlを各wellに入れ、室温で30分間平地おいて反応。

7．各wellにStop Solutionをいれ、軽くたたく。

8．マイクロプレートリーダーに入れる。（マイクロリーダーは使用する30分前に電源を入れる）

　フィルターは450nm。（測定値から、540nmまたは570nmのフィルターで測定した値を差し引くと、より正確な値となる）。

＊換算の際、サンプルをCalibrator Diluent RD5-38で2倍希釈して測定したことになることに注意。

