第17章　 15Nによる新生産の測定

1.0　測定範囲と適用分野
  本章では、親生産の測定法として15N同位体をトレーサーとする手法を記述する。本方法は、Dugdale and Goering (1967)が最初に記述したものである。この方法もしくは他の方法により新生産の測定を行う科学者は、現在と過去のそれを取り巻く論争を知っておかねばならず、また個々の研究計画の科学的な必要条件および制約に基づいて、それらを応用する際に、どの方法を採用すべきか適切な決断ができなければならない。

2.0　定義
  Dugdale and Goering（1967）は、ここでは硝酸塩の取り込みについて記述しているが、例えばNO3-Nや N2-Nなど新たに利用が可能となった窒素に関連した全ての1次生産として新生産を定義した。海洋中では２原子分子の窒素（N2-N）の固定は便宜上小さなものとみられており＊、そのため、ここではNO3-Nしか考慮しないことにする。概念上でも操作上でも、硝酸塩の取り込みと再生した窒素の取り込みとを区別することの重要性を考えると、再生産の測定（最低限、NH4+の取り込み）を硝酸塩取り込みの測定と平行して行うことを強く推奨する。

NO3-N = nmol/（l・day）

* Carpenter and Romans (1991) は、最近、らん藻類のTrichodesmiumが北大西洋（および他海域）において、窒素固定を経て、新生産へ重要な貢献をしているのではないかと述べている。

3.0　分析の原理

  上に定義したように硝酸塩取り込みの測定は、原理的には、光合成の測定における14CO2法と同様に、培養実験の際、ごく微量の15Nをラベルした NO3を添加しておき、植物プランクトンがそれをどれだけ取り込むかに基づいている。

4.0　装置

  硝酸塩取り込みの測定には、(i) 最初の溶液中の硝酸塩濃度、(ⅱ)最終的な粒子態窒素の濃度、(ⅲ) 最終的な粒子中の15N濃縮度を知る必要がある。

  100 nmol/l以上の溶液中濃度を測定するときは、第8章“海水中の硝酸塩、硝酸塩+亜硝酸塩、オルトリン酸塩および反応性ケイ酸塩の測定＊1”を参照し、100 nmol/l以下のときは第9章“海水中の硝酸塩の定量”を参照せよ。粒子態の窒素については、第15章“粒子態の有機炭素および窒素の定量＊2”を参照せよ。

   15Nの濃縮度は、発光分光分析もしくは質量分析により測定される。一般に、発光分光計は少量の試料でも分析可能であるが、精度および正確さを犠牲にしなければならない (Fiedler and Proksch, 1975)。しかしながら、新型の質量分析計は、優れた精度を維持しながら、少量の窒素での分析ができるという点でも発光分光計に匹敵している。(Owens and Rees, 1989)。

*1 化学発光法（Garside, 1982）でも、オートアナライザー法（Raimbault et al., 1990）でも、低濃度のNO3の分析ができることを報告している。Brzezinski (1987) は溶媒抽出比色法で、Jones (1991) は蛍光法で、NH3の低濃度の分析法を報告している。

*2 大部分の質量分析計では同位体比と同時に試料のPN含量が測定できるようになっている。発光分光法では、PNの分析は別に行わなければならない。

5.0　分析試薬

  NaNO3もしくはKNO3 として15Nが95-99 atom % の濃縮度で、乾燥した形の市販の試薬が手に入る。トレーサーとして用いる作業用の溶液は蒸留水もしくは脱イオン水で作成する。NH4Clもしくは(NH4)2SO4として、同様に濃縮した15NH4が手に入る。

6.0 採水

  一般に、採水の仕方＊3は第19章“14Cによる1次生産”と同じである。採水深度は、14C実験のために選択した深度と合わせるべきであるが、有光層下における15NO3の取り込みを評価するため、1 % 光量以深での採水を追加することを推奨する。

甲板上培養の際には、試水を得た深度に応じて、必要な消光スクリーンを選択する。

7.0 分析手順
  7.1  実験は、毎日最低2回日中と夜間に行わなければならない。なぜなら、窒素の取り込みは完全には日光に依存しておらず、またバクテリアやプランクトンがNH4 およびNO3-を利用するからである。

  7.2  トレーサーの添加：15NO3-および15NH4+は、海水中濃度が測定可能な場合、その濃度の10 %（もしくはそれ以下）を加える。海水の濃度が検出限界以下の場合、通常の栄養塩分析をした時には、トレーサーの添加は、検出限界、すなわち50 nmol/lとする。あるいは、新しい高感度法を使う時には約2 nmol/lとすべきである。

  7.3  培養：光を減衰させた甲板上の箱内では2～4時間、表面水を流して冷却しながら培養することを推奨する＊。海面下のクロロフィル極大層が温度躍層内やその下にあったりする時の深い場所での試料には、表層水の温度では不適当であろう。有光層以深での取り込みを甲板上で行う時にも温度を制御する装置が必要になってくるだろう。酸洗浄したポリカーボネートの瓶をを使用すべきである (瓶の洗浄法については第19章を参照せよ) 。Fitzwater (1982) が最初に記述した金属汚染のないクリーン法において硝酸を使う時には、特段の注意が必要である。その際には、多量の蒸留水ですすぐことにより、汚染の残り (NO3-) をなくす必要がある。希塩酸が、窒素による汚染問題を避けるための有効な代替品として用いられてきた（HOTS,1990; BATS,1991）。

 *波長組成を変えない黒色スクリーン（例えば、穴あきニッケル板）が通常使われてきた (Lohrenz et al., 1992)。光スペクトルを補正した“青い”スクリーンも甲板培養に推奨されてきた (Laws et al., 1989)。しかし、窒素測定の際の重要性についてはよくわかっていない。にもかかわらず、光の質と温度に関しては可能な限り最も現場に近い条件を勧める。現場での15N培養が可能なときには、現場での14C培養と甲板上での15N培養を平行して行うことを勧める。しかしながら、拡張された15N培養に関わる潜在的な問題（つまり、特にNH4に現れる数時間後の取り込みの非直線性）のため、付加的なチェック（例えば、少なくとも１つの深度で平行して時間変化を測定することや測定前と回収後の培養瓶の窒素の濃度の測定）を行い、結果を記述する時の助けとすることを勧める。

  7.4  濾過/保存：培養後、低真空下で（<70mmHg）、ワットマン GF/F ガラス繊維上に濾過し、残っている15NO3-を濾紙の隙間から取り除くために濾過海水ですすぐ。濾紙は乾燥させないように注意しなければならない（Goldman and Dennett 1985）。その後、同位体分析のため濾紙をすぐ乾燥するか、もしくは-20 ℃（後に乾燥）で冷凍する。

  7.5  同位体分析：ほとんどの場合粒子は、Dumas燃焼法により気体のN2に変える。同位体比の測定は、発光分光法もしくは質量分析法により行う（Fiedler and Proksch, 1975）。

8.0　計算と結果の表示

硝酸塩の取り込み (nmol /(L・t)) = (15Nxs・PNt)/(15Nenr・t)

ここで、

         t     = 時間単位での培養時間    

　　　    15Nxs   = 培養後の粒子試料中の過剰の15N (測定した15Nから

　　　　　　　　　　　 　　　天然の15Nの存在度、0.366 atom %、を引いた値）　

         PNt  =　nmol /l単位での培養後の試料中の粒子態窒素濃度＊
　　　　   15Nenr =　溶存部分における15Nの濃縮度

       　

15Nenr = [(100・15N)/(15N + 14N)]- 15Nn
ここで、

　　　　  15N =　ラベル付きN の濃度 (nmol /l)　　　　

　　     14N =  ラベルの付かないN の濃度（同単位）          

　      15Nn = 天然の 15Nの存在度

  一日（24時間）あたりの硝酸塩のとりこみ速度（nmol/（l・day））は、昼間の培養から得た結果に昼間の時間数をかけて（夜の培養と時間についても同様）、両者を加えることによって、だいたいの値が得られる。独立している“明”と“暗”の取り込み速度を加算する過程は、両方が事実上同じ水塊から選られたときにのみ成立する。そうでない時には、一日の速度を出すために、速度を加算する前に、その見積もられた速度はたとえば、クロロフィルの濃度で基準化しておかなければならない。

 *ある研究者達は、別に、そして実験の開始時にPNを測定する。硝酸塩の取り込み速度は、培養中にPNが変化する量（増加する量）だけ過小評価されるだろう。短い培養時間は、最初の生物量や生物生産速度がきわめて高い場合（栄養塩の豊富な沿岸域、ブルーム期、湧昇域）を除いて、これを最小にするはずである。そのような場合には、微生物によるN-同化によるPN量の変化は、その事があったあとに見積もることができる（Dugdale and Wilikerson, 1986）。

9.0　品質管理　　　　

  試水の採取と取扱いは、他の培養による測定法に対してまとめられている一般的な注意に従うべきである。たとえば、クリーン技術は金属による汚染を最小にするため使うべきであり、試料を培養装置へ出し入れする時、太陽光に直接さらすことは、光ショックを最小にするため避けるべきである。加えて、潜在的な窒素の汚染源（たとえば、喫煙）は、試料を扱ったり、濾過や同位体比の分析の際には回避すべきである。

  発光スペクトルは、一般的に同位体比既知の市販されている商業用N2標準気体を使って検定する。質量スペクトルは、一般に一次標準物質として市販されている標準参照物質（NBS, NIST）１、あるいは、一次標準物質に対して検定してある地域ごとに作られた２次標準物質を使って検定される。これらの状況下では、質量分析計の正確さは絶対的なものであるはずである。しかしながら、発光スペクトルの正確さは、気体については、機器に供給されている市販の標準気体ほど精製されていないので、問題がある。従って、定期的な質量分析計によるの検定が必要である。質量分析計の精度は、15N天然存在度レベル（0.366 atm %）で±0.005でなければならない。その値は発光分光計の場合には±0.02である。15Nの取りこみ速度の繰り返し培養の結果は、平均値の5 % 以内に入るはずである（McCarthy et al. 1977）。

10.0 相互比較

  相互比較することは望ましいが、多くの機器がNBSやNISTの標準物質のような存在度既知の市販の標準参照気体に対して検定されているので、15N比分析に対する相互比較は必須ではない。しかしながら、試料の採取・培養の詳細は、異なっているはずであるから、同じ水についての実際の硝酸塩取り込み量測定（試料採取・培養・分析）をいろいろな研究者によって相互比較することが強く望まれ、可能な時はいつでも行うべきである。      

11.0 パラメータ

最近JGOFSの研究者たちは、プロセス研究において、“変数”と“パラメータ”をはっきり区別する必要性に注意が払われている(Evans, 1991)。硝酸の取り込み（一般に窒素の利用）に関して、一日あたりの水柱で積分したNのフラックスは上に記したとおり、変数と考えられる。硝酸の取り込みに関するパラメータは、三つのカテゴリーに分けられる。それは、1) 取り込み量の窒素濃度への依存性を記述するパラメータ、つまりKsと Vmax、2) 次に、取り込み量の光依存性を記述する同様のパラメータ、つまり　KI と、Vmaxと Vdark、そして3) Nの相互作用、特にNO3-取り込みへのNH4+の抑制効果を記述するパラメータである。これらのパラメータについての適切な測定法ついての考慮は、この報告書の範囲を越えるが、ある程度緊急な問題と判定される。
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