第２０章　メチル－トリチウム化チミジンを用いた細菌生産速度の測定
1.0　目的と適用分野

  本章では、メチルートリチウム化チミジン(3H-thymidine) の取り込み速度から海水中の細菌生産速度を見積もる方法について述べる。ここで示す手法はFurman and Azam (1980, 1982)によって初めて紹介されたものである。以後、トリチウム化チミジン培養法はさまざまな角度から徹底的に調べられてきた。細菌生産速度を計測するのにこの手法または他の手法を採用する研究者はこれら手法にまつわる現在のそして歴史的な問題を認識し、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

  細菌生産速度とは従属栄養型細菌プランクトンによるバイオマス合成速度であり、短期間培養後の、3H-チミジンの冷トリクロロ酢酸不溶性・冷エタノール不溶性細胞分画への取り込みから適切な変換定数Fを用いて計算される：
　　　　　　細菌生産量(細胞kg-1 時間ｰ1）​= F*[3H-チミジン] ピコモル kg-1 時間-1
　　　ここで、　F=細菌細胞の生産量/モル 3H-チミジン
3.0　解析の原理

  細菌生産量速度は 3H-チミジンのTCA-不溶性高分子分画への比取り込みを追跡することによって推定できる。培養はホルマリンを加えて終了させ、次に冷TCAとエタノールで細菌細胞から高分子分画に取り込まれなかった3H-チミジンを抽出する。
4.0　器具

4.1
  ろ過装置．トリチウム化した培養液は信頼できる、漏れのない、耐酸性の、多連式濾過ユニットを用いて濾過する。
4.2
  液体シンチレーションカウンター．次のエネルギーウィンドウ設定を用いて、液体シンチレーションカクテル中の試料を液体シンチレーションカウンターで計測する。


チャンネルＡ：0-19 KeV



チャンネルＢ：2-19 KeV


試料は計測誤差が5ｰ10%未満になるよう十分な時間計測する。
4.3
  クウェンチ補正．分当たり計数カウント（CPM）を分当たり壊変数（DPM）に変換するために、外部ガンマ線源を用いて各フィルター試料ごとのクウェンチングを評価する。全放射能測定バイアルのクウェンチは内部標準を用いて測定する（通常、トリチウム化水を加え希釈したトルエンかクロロホルムをクエンチャーとする）。
5.0　試薬

5.1
  メチルー3H-チミジン(80mCi/mmol) のストックを96%エタノール中で冷蔵する。ストック溶液は凍らせてはいけない。
5.2
  作業用溶液.　ストック溶液の一部をガラスバイアルに移し、エタノールを蒸発させる。真空ポンプで排気してシリカゲルカートリッジと0.2μmヌクレポフィルターを通して空気を導入することで蒸発を促すことができる。乾燥したトリチウム化チミジンを0.2μmで濾過したMilli-Q水 に再溶解し(1 mCi/5 mｌ Milli-Q)、冷蔵する。1‐2日以内に使用のこと。
5.3
  酸性洗浄溶液 (1NのHCl　Baker Analyzed)をMilli-Q水を用いて調製する。 
5.4
  培養瓶．細菌生産測定のための培養にはポリカーボネート遠沈管(29mｌ) を用いる。各航海の前に、管をKOHに浸し、MilliｰQ水ですすぎ、酸性溶液に一晩つけておく。その後、酸は捨て管をMilli-Q水ですすいでから一晩浸す。ポリカーボネート遠沈管は空にして(残ったMilli-Q水は振り落とす)空気乾燥する。
5.5
  濃縮 (37%)ホルムアルデヒド．
5.6
  トリクロロ酢酸（TCA）はMilli-Q水で５％溶液（重量／容量）を作る。前もって混ぜてある100%TCA溶液を購入して5%作業用溶液に希釈してもよい。作業用溶液は冷蔵庫で４℃に保つ。乾燥もしくは100%TCAを取り扱う場合には十分な注意が必要である。
5.7
  エタノール(96%)は冷蔵庫で４℃に保つ。
5.8
  酢酸エチル（精製済み，Baker Analyzed）
5.9
  液体シンチレーションカクテル. Aquasol（New England Nuclear) または同等のカクテルで低エネルギーのトリチウムベータ粒子を高い計数効率で計測できる。現在では無毒性で生物的に分解可能なシンチレーションカクテルが求められる研究所もある。もしカクテルを加える前に硝酸セルロースフィルターを酢酸エチル中に完全に溶解出来るならUltima Gold (Packard) でAquasolと同等の結果を得ることができる。このマニュアルで推奨された以外のフィルタとカクテルの組み合わせを使う場合は予め試験をすること。
5.10
試薬と培養容器の準備．この培養に関するあらゆる操作の間、ポリエチレン手袋を着用すること。
6.0　試料採取と培養

6.1
  試料の分注．試料採取とそれに続く全操作の間、ポリエチレン手袋着用のこと。ポリカーボネート遠沈管を直接Go-Flo採水器から3回リンスした後満たす。ひとつの深度からの試水を3本の遠心管に採取し、暗所に保管する。異なる深度からの”殺した”ブランクも数本準備しておく。細菌全数（第１８章参照）を測るための試料も同時にとっておく。

6.2
  同位体培養．低光強度下でトリチウム化チミジン作業用溶液100μｌを最終濃度が10nMになるように添加する。現場水温で試料を接種・培養するのが理想的である。これは温度管理できる冷蔵培養器と、（または）海水冷却の培養器で可能である。培養は計測可能な取り込みを得るに十分な時間行うべきであるが、取り込みが線形から乖離するほど長くてもいけない。これは新しい海域または深さについては実測する必要がある。200m以浅の試料ならばたいていは1-2時間で十分である。
6.3
  ゼロ時間．試料はいくつかの深度で得た三本づつの海水試料（20mｌ）から作ることができる。それらのサンプルはトリチウム化チミジン作業用溶液50μｌを加えてすぐに濃縮 (37%) ホルマリン200μｌを加えて培養を終了させる。本章7.1で述べるように溶液はすぐに濾過・抽出する。
6.4
  培養の終了．培養は各遠沈管から20mｌを注射器で抜き取り、濃縮 (37%) ホルマリン200μｌを含む別の試薬管に移すことによって停止する。停止後の試料は、本章7.1で述べたように、ただちに濾過・抽出する。
7.0　処理手順

7.1
  濾過と抽出．低光強度条件下で、各試料海水を25mm径のSartorius (またはMFS) 硝酸セルロースフィルター0.22μm 口径で真空圧を70mmHg以下に保ちながら濾過する。混合エステルはＤＮＡを結合し、その結果、計数が不十分になるので用いてはならない。試薬管を注意して空けたならそれ以上すすぐ必要はない。フィルター漏斗を除いた後、真空圧を保ったまま、フィルターを洗浄瓶にいれた氷温5%のTCA溶液で3回すすぐ。TCAすすぎの後、他の洗浄瓶にいれた氷温エタノールで3回すすぐ。濾過作業の間、洗浄瓶は砕いた氷と水をいれた氷バケツで冷やしておく。フィルターの外側の縁もすすぐよう留意する。
7.2
  フィルターの処理と計測.　フィルターをガラスのシンチレーション瓶に置き、一晩完全に乾燥させる。もし7mｌのシンチレーション瓶を用いるなら、フィルターが酢酸エチル中に完全に液浸するよう十分に小さくなるように注意して３、４回折りたたむ。酢酸エチル0.5-1mｌをフィルターを溶解させるために加える。乾燥が不充分だったり、酢酸エチル溶液中にフィルターを完全に液浸することに失敗すれば、フィルターの溶解が不完全で計数の効率が落ちることになる。フィルターを溶解するのに試験管撹拌器（Vortex）を用いても良い。最後に、フィルター溶液が透明になったら、液体シンチレーションカクテルを加え、カクテル溶液を混合して試料を液体シンチレーションカウンターで計測する。
7.3
  全放射能測定用試料.　３つのランダムな培養管からとった50ｌの試水を、10mｌのシンチレーションカクテルの入った３本のシンチレーションバイアルに加え、試料に加えられた放射能ラベルの全量を計測する。
8.0　計算と結果の表現

  速度の計算.　　3H-チミジンの取り込みを細胞生産量に変換するための一般的な換算係数は存在しない (Kircheman et al., 1982; Ducklow and Carloson, 1992) が、換算係数(F)は沿岸と外洋で2±2 ×1018 細胞／モルの間で変化すると考えられている。取り込み速度は、ゼロ時間ブランクの値を差し引いた後で、単位時間当たりに取り込まれた 3H-チミジンの量（ピコモル）で報告される。
　　　　　　　　[メチル-3H-チミジン] pmole kg-1 h-1 = (DPM/2200)・(1000/V)・(1/SA)・(60/T)


ここで、


DPM
=
試料の分当たり壊変数からブランク値を差し引いたもの


V
=
抽出量(20mｌ)



SA
=
比放射能（加えた 3H-チミジンの）


T
=
培養時間（分）
  トリチウム化培養溶液の最終濃度に関するチェックは、測定された全放射能から換算して推定したトリチウム化チミジンの最終濃度で検討できる。


[メチル-3H-チミジン]nM = (DPM/2200)・(1000/μｌ)・(1/SA)


ここで、


μｌ
=
培養液から分取した量 (50μｌ)



SA
=
比放射能

9.0　品質管理

9.1
  基準と精度．細菌生産量の計測には絶対的な基準なはなく、確度はわからない。このプロトコルに注意深く従って行った試験なら、3回繰り返した培養での変動係数は15ｰ20%のはずである。検出限界は培養の長さやろ過した試料の量によって変化する。気をつければ取り込み速度0.05-0.1 pmol L-1 h-1 は簡単にバックグラウンドより高く検出できるはずである。
9.2
  チミジンの非特異的取り込み．　チミジンの結果における不確定性のほとんどは、その非特異的取り込みに起因しているようだ。トリチウム化チミジンは細菌のＤＮＡだけに入るわけではなく、DNA以外の高分子化合物に取り込まれることをを示す研究がいくつかある (Hollobaugh, 1988)。
  非特異的標識化のおかげで、特にトリチウム化したDNAだけを抽出するための処理を行うことが非常に重要になった (Wicks and Robarts, 1987; Hollibaugh, 1988, Robarts and Wicks, 1989)。酵素による分解を用いた新しい手法(Torreton and Bouvy 1991) もまた有望なようである。
10.0 結果の解釈

  細菌生産速度（細胞または単位時間当たりに生産されたCまたはNの量）を導き出すには換算係数が必要である。換算係数はそれぞれのサンプリングを行った、新しい環境や季節に応じて実験的に求めるのが理想である。換算係数を決定するには、細菌生産速度か、成長速度を独立に測定するか、あるいはチミジン取り込みと生産速度との関係を計測しなくてはならない。このためにさまざまな手法がある(Bjornsen and Kuparinen, 1991; Ducklow et al., 1992; Kirchman and Ducklow, 1993)。外洋では換算係数は一般に2±2 ×1018 生産された細胞／取り込まれたモル数である。
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