第13章　高速液体クロマトグラフ（HPLC）による植物プランクトンのクロロフィルおよびカロチノイドの測定法
1.0　測定範囲と適用分野
多くの個々の植物プランクトン色素または色素組成及びそれらの比は、植物プランクトンの分類学上の位置によって固有である。それゆえ、海水試料中のクロロフィルおよびカロチノイドの分析をすることにより、天然植物プランクトン群集の分類上の組成を明らかにすることができる。この手法は、（HPLCで分析し、吸光光度法を用いて測定すると）クロロフィル及びカロチノイドを1 ngの桁で検出できるので、重要な植物プランクトン色素を迅速に分離することを可能にした(Bidigare,1991)。ここに記載されたHPLC法は、Wright et al.(1991)の方法の改訂版で、Bidigare（印刷中）によるものである。色素の測定にこの方法または他の方法を用いる科学者は、それらの手法の現在および過去の問題点について正確に認識し、これを応用するときには、科学的必要性と個々の研究計画の制約を考慮して、どの方法を選ぶかを適切に判断できなければならない。
2.0　定義
全ての色素濃度は、海水についてng kg-1（ng/kg）の単位で表す。
3.0　分析の原理
ここに記述する逆相カラムを用いた高性能液体クロマトグラフ法は、カラムを通すことにより、以下に挙げたすべての色素を極性の順に分離するものである。極性が強い色素ほど早く移動する。
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ピコプランクトンの原核緑藻類は、熱帯及び亜熱帯の海や外洋域に多い。それらに含まれるジビニルクロロフィルaとジビニルクロロフィルb（より適当な言い方は8-デセチル8-ビニルクロロフィル）は、この逆相液体クロマトグラフ法では、普通のクロロフィルa、クロロフィルbと同時に検出されてしまう。
4.0　装置と試薬
4.1 　濾過器セットとワットマン47 mmGF/F 濾紙

4.2 　貯蔵および抽出用の液体窒素、と冷凍庫

4.3 　抽出用ガラス遠沈管 (15 ml)
4.4 　3種類の異なる溶離液を1 ml/minの流速で流すことができる高速液体クロマトグラフ

4.5 　200 µl容の試料導入管(ループ)のついた高圧注入弁

4.6 　主カラムの寿命を長引かせるための保護カラム(50×4.61 mm, ODS-2 C18充填, 粒径5 µm)
4.7 　逆相HPLCカラム（250×4.6 mm, 粒径5 µm, ODS-2 Spherisorb充填カラム）

4.8 　436 nmの波長でモニターできる吸光光度計、できれば、直結型フォトダイオードアレイ分光光度計

4.9 　データ記録装置：チャート用紙記録計、できれば、電子式積算計かクロマトグラフデータ解析用のハードウェアとソフトウェアを備えた計算機

4.10  ガラス製シリンジ（500 µl）
5.0　溶離液
溶離液A（80：20, v：v, メタノール: 0.5 M酢酸アンモニウム水溶液, pH =7.2)、溶離液B（90：10, v：v, アセトニトリル:水)、溶離液C（酢酸エチル)。これらは、HPLC用の高純度試薬を用い、容積を測定してから混合する。使用前には、孔径0.4 µmの耐溶媒性の濾紙で濾過し、ヘリウムで脱気する。
溶離液混合勾配の方法については表13-1に記す。
6.0　試料の採集及び保存
海水試料は、ニスキン採水器からタイゴン管を用いてポリエチレン瓶へ移す。試料は直ちに、ポリカーボネイト製インライン濾過器（Gelman社）を用い、47 mmGF/F濾紙により100 mmHg以下に減圧して吸引濾過する。濾紙は半分に2回折りたたみ、アルミ箔で包み、分解物ができないように液体窒素中で陸の実験室での分析まで保存する。一方、船上で分析を行う場合は、色素を抽出するために直ちに濾紙をアセトンに浸しても良い。HPLC用に採取した試料は、蛍光分析法によるクロロフィルa とフェオ色素の測定にも用いることができる。
濾過容量は、試料を採取する場所によって異なる。貧栄養海水については、4 l濾過する必要があり、沿岸域では、それより少ない容量（0.5-1.0 l）を濾過すればよい。後者の場合は、25 mmGF/F濾紙の使用を薦める。
7.0　分析手順
7.1　液体窒素から試料を取り出した後、色素は、濾紙を100 % アセトン5 ml中に浸すことにより抽出する。47 mmGF/F 濾紙には0.8 mlの水分が残っているため、最終的な抽出液のアセトン濃度は86 %、容量は5.8 mlとなる。蒸発や実験中の損失を補正するため、それぞれの抽出液には、100 µlの内部標準物質(アセトン溶液中のカンタキサンチン,フルカ社)を添加する。この内部標準物質は、ゼアキサンチンの後、クロロフィルbの前に溶出する。抽出液は蒸発を防ぐため、パラフィルムで覆い、音波により細胞を壊し（0 °C, 暗光下）、-20 °Cの暗所で4時間抽出する。抽出の後、遠沈管を軽く振り、ステンレス製のスパチュラで押し込め、濾紙の繊維を取り除くため5分間遠心分離にかける。毎日のHPLC検定用の外部標準物質も、一組の試料の各測定前に測定しておく。

　　　15 ml容遠沈管中で47 mmGF/F 濾紙を完全に沈ませるために、色素抽出用のアセトン（5.0 ml）を加える必要がある。けれども、この加える量は、濾紙と遠沈管の大きさにより変えることができる。
7.2　HPLCシステムを立ち上げ、溶離液Aを流量1 ml/minで流し平衡状態にする。
7.3　試料と標準物質は、2 mlの褐色バイアル瓶に色素抽出液1 mlを入れ、300 µlの蒸留水と混合し、注入用に準備しておく。注入の前、バイアル瓶を振り、平衡に達するまで5分間待つ。
7.4　試料約500 µlを200 µlの試料導入管に注入すると、注入弁が閉じられ、三段階溶媒プログラムが始まる。その後は、クロマトグラムは記録装置に集められる。
7.5　試料抽出物から得た個々のピークの同定は、純粋色素標準物質と色素組成が既知の植物プランクトン抽出物のピークと保持時間を比較することにより行われる。個々のピークの同定は、カラムから溶離してくるピーク液を順に集め、分光光度法で確認して行うことができる。
7.6　検定
　　　HPLCシステムは、市販されている色素標準物質（クロロフィルa, b, βカロチンはSigma Chemical 社から、 ゼアキサンチン, ルテインはRoth Chemical社から購入できる）、又はあらかじめ調製したHPLC用標準物質（HPLCにより分離精製し、標準溶媒に溶かしておいたもの）を用いて検定する。色素標準物質の濃度は、HPLCシステムの検定の前に適切な溶媒中で、単波長型分光光度計を用いて決定しておく必要がある。一般的な植物プランクトンの大部分の色素について吸光係数の推奨値を表13-2 (Bidigare, 1991)にあげておく。色素標準溶液の濃度は次の式から計算される。
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ここで、
Cs    = 色素濃度(mg/l)

Amax  = 極大吸収波長における吸光値 (表2)

A750nm= 光散乱補正用の750nmにおける吸光値
E    = 吸光係数 (L/(g cm),表2)
L    = キュベットの長さ（光路長、cm）
　　　標準溶液は、暗所-20 °Cの窒素雰囲気下で約一カ月間安定である。

　　　色素標準溶液は濃度を決定した後、標準応答係数 (RF) を算出するため、平衡状態になったHPLCシステムへ注入する。応答係数は、注入した標準物質の質量（分光光度法により決定しておく）を、色素標準物質の面積と、もし存在するなら、構造的に関係する異性体の面積との和で割って求める。
8.0  計算と結果の表示
　試料中に含まれる個々の色素濃度は、次の式を用いて計算される。
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ここで、

Ci      = 個々の色素の濃度(ｎg/l)

A　　　   = ピーク面積の積分値

RF   = 標準応答係数
IV     = 注入量
EV   = 内部標準物質による補正を行った抽出液量

SV   = 試料量

　得られたCiを海水の密度で割ると、ng/kgの単位の値となる。
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