フェロモン抽出

1.  線虫のexhausted liquid culture 300ml ×2 本用意する。

2. 上清をワットマンろ紙No3を2枚重ねてろ過する。

3. Falcon 50ml tube にろ液を移し、5810×g 4℃ 10分遠心する。
4. Iwaki 0.22μm（PVDF）Filter system でろ過する。

5. ろ液を1リットルビーカに入れ、突沸を防ぐためボイルチップ（パスツールで作る）を入れる。

6. ガスバーナーで50mlぐらいまでボイルする。

7. Falcon tubeに煮詰めた液体を移し、5810×g 4℃ 30分遠心する。

8. 上清を100mlビーカに40mlぐらい入れ（ボイルチップ入れる）20mlぐらいになったら残りを入れていく。　15mlぐらいになったら止める。

9. 2ml tubeに煮詰めた液体を移し、18,000×g(Max )4℃ 30分遠心する。
10. 上清をMilli pore 0.22μm フィルターろ過し50mlビーカに移す。

11. ガスバーナーでボイルし乾固する。

12. 乾固したものに95%エタノールを5ml加え、薬サジ、ソニケーターで粉々にし抽出する。　合計50ml使用し、40mlは回収し　10mlはオーバーナイトで4℃にて攪拌し抽出する。

13. 抽出したものを2ml tubeにうつし遠心　18,000×g(MAX) 4℃ 20分遠心する。

14. 上清を回収し50mlのナスフラスコに6mlぐらいずつ入れ、エバポレータでエタノールをとばす。

15. 完全にエタノールがとんだら滅菌水を2mlずつ入れ攪拌し抽出する。合計 5ml 使用。

