第１８章　細菌プランクトン全数の測定

1.0　目的と適用分野

  本章では、海水中の細菌プランクトン全数の測定法として、アクリジンオレンジあるいはDAPI (4,6-Diamidino-2Phenylindole)を用いた方法を記述する。この方法は海洋細菌全数(107-109細胞/kg)を測定するのに適している。両色素による通常の染色手法について以下に述べる。これらの手法を改良して用いる研究者もいる。新しいフローサイトメトリーの技術も普及してきているがここでは省略する。この手法あるいは他の手法で細菌全数を測定する科学者は、これらの手法にまつわる現在のそして歴史的な議論を認識し、それぞれのプログラムの科学的要請や制約に基づき、具体的な手順の適用について適切な決定をなすべきである。
2.0　定義

  細菌全数は、海水1kg中の細菌の細胞数で与えられる。
3.0　分析の原理

  細菌を固定し、 アクリジンオレンジ またはDAPIで染色し、メンブレンフィルター上に集める。このフィルター試料を蛍光顕微鏡で顕鏡する。細菌はアクリジンオレンジで染色したものは青色光で励起すると緑色の、またDAPIで染色したものは紫外光で励起すると青白色の蛍光を発する。個々の細菌細胞を既知の視野面積内で計数して、元の試水中の細菌密度を計算する。
4.0　器具

4.1
  紫外部（<400 nm）で油浸のできる蛍光用対物レンズつき高精度蛍光顕微鏡。レンズの開口数は高く、焦点面は全視野において一定でなければならない。全倍率(対物レンズ、接眼レンズ、補助拡大レンズ) は最低1,000倍はあること。
4.2
  アクリジンオレンジでは青フィルターセット(青励起 450-490 nm、 二色性ビームスプリッター 510 nm、 バリアフィルター 520 nm)を用いる。
4.3
  DAPIでは紫外線フィルターセット(紫外線励起　365nm、 二色性ビームスプリッター 395 nm、 バリアフィルター 420 nm) を用いる。
5.0　試薬

5.1
  グルタルアルデヒド: 25%、 Grade II (Sigma)

5.2
  アクリジンオレンジ: 80% 色素含有 (Sigma)

5.3
  DAPI (4,6-Diamidino-2-phenilindole): (Sigma)

5.4
  Manostat Aquet　実験用洗剤
6.0　試料採取
  試料(95 mｌ) はメスシリンダーで測定してから125 mｌの高密度ポリエチレン瓶に移す。試料は採集後すぐに、0.2 μmのフィルターでろ過した25%グルタルアルデヒド5 ml で固定し、暗所４℃で貯蔵する。ろ過すべき水の量は予測される細胞数によって変わる。スライドが準備できたら、適当な数（１視野当たり25-100）(Kirchman et al., 1982) の細胞が視野全体に分布するように試料を検査する。
細菌数が減るのを避けるため、試料は採集後すぐに処理・染色・ろ過すること(Turley and Hughs, 1992)。
7.0　手順
7.1
  アクリジンオレンジ: １視野当たり約100細胞（全量>2ml）計数するのに必要な量の試料に0.05%のアクリジンオレンジ(Sigma, 80% 色素含有)を最終濃度0.005%となるように添加し、<100mmHg で0.2 μmのIrgalan Black染色したヌクレポア・ポリカーボネート・フィルターでろ過する (Hobbie et al., 1977)。湿らせたポリカーボン膜を置く前にろ過器具のガラス基盤を前もって湿らせておけば均一な細胞分布が得られる。ろ過後ただちに、フィルターがまだ湿っているうちに、Resolve(商品名)油浸オイルを用いてスライド上にマウントする。スライドを暗所で冷凍貯蔵すれば、準備後１年間は染色細菌の細胞を正確に計数できる。
7.2
  DAPI: １視野当たり25-100細胞(Kirchman et al., 1982) を計数するのに必要な量の試料をIrgalan Blackで前染色した0.2μmのヌクレポア フィルターでろ過する。ろ過後、フィルターを約1 ml のDAPI溶液 (50 μg/ml ) で覆い、暗所で染色する。あるいは3-4ml残してろ過した後、1 mg/ml のDAPI溶液0.3-0.4mlを試料に加える研究者もいる。5-10分後、 DAPI をろ過し、フィルターは直ちにResolve油浸オイル 518C (ne=1.518)を使ってスライド上にマウントする。染色されたフィルターは封をした箱の中で-20℃で冷凍貯蔵する。
7.3
  Kirchman et al. (1982) は１試料につきフィルター１枚で最低７視野計数することを奨めている。細菌は明るく発光する顕著な形態構造によって見分けることができる；直径0.2 μm未満の蛍光像は無視する。計数する時は面積がわかっている接眼レンズを用いる。
8.0　計算と結果の表現：

　　　　　細菌全数 （細胞／リットル）＝(Cf ×R) / Fs
　　ここで、
　　　　Cf
＝
平均細胞数／視野
　　　　R 
＝
（ﾌｨﾙﾀｰの有効面積）／（計数視野面積）　脚注１
　　　　Fs
＝
ろ過試水量（リットル）
9.0　品質管理

  正確な測定を行うためにはろ過試料や加える保存剤の量を正確に測定することが重要である。試料や保存剤を調合する時には調整済み自動ピペットを用いる。
  目視で細菌細胞を正確に繰り返し計数するには良い顕微鏡と同時に経験が必要である。不慣れな計数者は信頼できる一貫した結果が得られるようになるまで熟練者と共に同じ試料を計数して訓練すること。測定者間で定期的に試料を交換することはデータの統一性を維持するのに有効である。
  計数の前に蛍光ミクロスフェアを試料に加えることで計数を校正できる。これらには0.4-2.0 μm までのいろいろなサイズと蛍光特性を持つものがあり、Duke Scientific Corporation, Box 50005, Palo Alto, CA 94303 USA; 電話 800-334-3883 で入手できる。
  細菌の計数には絶対的な標準はない。もし試料が正しく調製されたなら、一つのニスキン瓶から取り出し並行して、調製し、計数された繰り返し試料では、通常の海水中の細菌の濃度範囲で、±15%以内に収まっているはずである。フィルター上の細胞数が、あまりに少なかったり多い場合は推定精度は落ちる。副次標本のとり方と、統計的取り扱いについての議論はKirchman et al. (1982) を参照のこと。
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  脚注１　フィルター上を試水が通過する面積（有効面積）はフィルターの外径と一致しないことに注意。フィルターホルダーの上部の低部開口面積に相当する。
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