NGF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（10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.　0.1% tritonX-100 in 0.01M PBS（30分）．

3.　0.01M PBSでwash （10分×3回）．＊スライドからbufferがはじくまで．

4.  5% BSA/0.01M PBSでblocking （30分）．

5.  1st Ab in 0.01M PBS（1:500）（2時間室温⇒4℃ O/N）．
    Anti-Nerve Growth Factor [Chemicon, Cat.No. AB927]
6.　2nd Ab in 0.01M PBS（1:600）拡散後，正常ラット血清を1st Abの半量加える．

    Texas Red Anti-Rabbit IgG（H＋L）[VECTOR，Cat.No. TI-1000]
[Chemicon，Cat.No. AP308F（formerly Roche 1814222）]

　　（作成後，遮光して4℃にてO/N shaking）．

＜2日目＞

7.  スライドを室温に戻す（約30分）．

8.  0.01M PBS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. 0.01M PBSでwash （遮光，5分×3回）．

11. グリセリン封入

＜解析＞

・200倍15画面，表皮が横向きになるように撮影（露光時間200ms）．
 ＊1個体につき5切片染色し，1枚の切片から3画面を撮影する．
2次抗体の退色を避けるため素早く撮影する．1切片にかける時間はおよそ30秒．
・表皮層の面積および最大・最小輝度を算出する．

・各輝度における発光量の累積を総発光量とし，これを面積で除したものをFluorescence
 Intensityとする．
