第２１章　トリチウム化ロイシンを用いた細菌生産量の測定
1.0　目的と適用分野

  細菌生産量を測るロイシン(Leu)法では、放射能標識化したロイシンの細菌たんぱく質への取り込みを時間とともに測定する。ロイシン法の生理学的基礎はたんぱく質の合成である。生物の生産速度はたんぱく質合成速度から計算される。なぜならばたんぱく質は細菌の生物量の大きく殆ど一定の割合（ca.60%)を占めているからである。全バイオマスに対するたんぱく質の割合を知ることによって、たんぱく質合成速度は全バイオマス生産量へと換算できる。細菌群集の細胞サイズの情報がなくともバイオマス生産量を計算することが可能である。
  ロイシンのたんぱく質への取り込みは、熱したトリクロロ酢酸 (TCA) で不溶性の物質へ放射能が入っていくのを追跡して調べることができる。他の高分子も熱いTCAに対しては不溶性であるが、この沈殿物は主にたんぱく質であり、放射性Leuは基本的にたんぱく質とだけ挙動をともにする(Kirchman et al., 1985)。また、Leuは、たんぱく質にやはり取り込まれて生産速度を大きく見せかけるであろう他のアミノ酸に形を変える事はない。つまり、ロイシンは細菌のたんぱく質の中できわめて安定な割合で存在する(Kirchman et al., 1985; Simon and Azam, 1989)ので、ロイシンの取り込みの変化はロイシン/たんぱく質比の変化によらない。
2.0　定義

  細菌生産速度は従属栄養型細菌プランクトンによるバイオマスの合成速度であり、適切な変換係数Fを用いて、短時間培養による、 3H-ロイシンの冷トリクロロ酢酸不溶性でエタノール不溶性の細胞分画への取り込みによって測る：
細菌生産量(kg-1 h-1)=F [ 3H-ロイシン] pmole kg-1 h-1
F = 細菌細胞の生産量／モル 3H-ロイシン
3.0　分析の原理

  細菌生産速度は3H-ロイシンのTCA不溶性高分子フラクションへの比取り込みを追いかけることで見積もられる。培養が終わったら、冷TCAとエタノール中の細菌細胞から取り込まれなかった3H-ロイシンを抽出する。
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
  heating blockかwater bath, 80℃
4.3
  液体シンチレーションカウンター．液体シンチレーションカクテル中の試料は、下のエネルギーウィンドウ設定にして、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5-10%未満になるよう十分に長い時間計測する。
4.4　 クウェンチ補正．前章と同じ。
5.0　試薬類
5.1
  [4,5-3H] ロイシン，40-60 Ci/mmol （New England Nuclear N NET-135H) のストックは冷蔵庫に保管するが凍らせてはいけない。
5.2
  非放射性L-ロイシン(Sigma L 8000)作業用溶液を作るため。
5.3
  作業用溶液
5.4
  酸性洗浄液　(1N HCl Baker分析済み）Milli-Q水を用いて調製する。
5.5
  培養瓶　前章と同じ。
5.6
  トリクロロ酢酸(TCA)  50% 重量：容積

5.7
  エタノール(80% 容積：容積)
5.8
  酢酸エチル（精製，Baker分析済み）
5.9
  シンチレーションカクテル (Packard Ultima-Gold)
5.10
0.45 fm X 25 mm フィルター，硝酸セルロースまたはセルロース混合エステルフィルター (Millipore HAWP 025 00)

6.0　サンプリングと培養
6.1
  ”クリーンテクニック”(Fuhrman and Bell, 1985) を用いてサンプリングを行う。試料水に触れるのを避けるためにプラスチック手袋を着用する。手を触れるとアミノ酸が加わることがある。使用前に試料容器は酸洗浄する。サンプリング後できるだけ早く（数分内に）培養を始める。

6.2
  試料を適当な培養容器（２，３個の繰り返しを作る）に入れ、3H-Leu（最終濃度　10nM）を加える。試料にTCA（採取濃度5%）を加えて”殺した”コントロールを用意する。必要な試料の量は環境による。富栄養環境では、5ないし10mｌで十分である。貧栄養あるいは他の活性が低い環境では25mｌ必要であろう。

6.3
  試料に応じて10分から10時間培養する。

6.4
  培養後、TCA最終濃度5%を得るに十分なだけ50%TCAを加える。これによって培養は死滅し抽出が始まる。
7.0　手順

7.1
  試料を１５分間80℃に熱する。

7.2
  冷却後、試料を0.22もしくは0.45m硝酸セルロースフィルターで濾過する （例えば、 チミジン測定と一貫性を保つためにSartoriusセルロース硝酸を用いる）。真空は絶対的に守らなくてはならないものではないが、150mmHgを越えないようにする。
7.3
  フィルターを冷5%TCAで２回(3mｌ)洗い、冷80%エタノールで２回(2mｌ)洗う (Wicks and Robarts, 1988)。フィルタータワーをはずし、80%冷エタノールでそっと洗う(1mｌ)。

7.4
  乾いたら、シンチレーションバイアルにフィルターを入れる。フィルターを溶解させるために酢酸エチル0.5mｌを加える。この量の酢酸エチルで効果を出すためにはフィルターは完全に底に沈んでいなければならない。フィルターが溶解したら、適切なシンチレーションカクテルを加え放射能を測定する。
8.0　計算と結果の表現
8.1
  理論的アプローチ．このアプローチは、Leu取り込みをバイオマス生産量に関係づけるのに必要なさまざまなパラメータを文献値に基づいて決めるため、”理論的”と呼ばれる。これらのパラメータ値には自然水環境の試料について測られたものもある (Kirchman et al., 1985; Simon and Azam, 1989)。Leu取り込みをバイオマス生産量g C L-1 h-1に関係づける式は：
生産量=Leu x 131.2 x (% Leu)-1 x (C/たんぱく質）x ID

  ただし、Leu はLeu取り込み速度 （モル／リットル／時間）である。他のパラメータのSimon and Azam (1989) による現在最良の推定値は下のとおりである：
パラメータ
解釈
最良見積もり

131.2
Leuの式量
 





% Leu
たんぱく質中のLeuの割合
0.073





C/たんぱく質
細胞炭素量とたんぱく質の比
0.86





ID
同位体希釈
2

これら最良の推定値を用いれば、換算係数は3.1kgCmol-1となり、Leu取り込み速度を掛ければ細菌バイオマス生産量速度が得られる。
8.2
  経験的アプローチ：Leu取り込みを細菌の生産に関係づけるもうひとつのアプローチは経験的アプローチであり、Kirchman and Ducklow (1993) が述べている。この方法は、Leu取り込みをバイオマスに換算する換算係数（細胞またはgC／取り込まれたLeuのモル数）を見積もるために使われる。この経験的変数は、理論的には、Leu取り込みとバイオマス生産量のあらゆる可能な関係を包含するので、それ以上他の変数で「補正」してはならない。
9.0　その他の注意

9.1
  Leu法の目標は、現場濃度におけるアミノ酸の回転速度を測ることではない。加えたLeuの濃度は現場濃度（通常<1 nM）よりも意図的にかなり高くしてある。また、他の有機物があっても（極端でなければ）短期取り込み速度は変化しない(Kirchman, 1990)。アミノ酸や他の化合物による汚染は深刻な問題を引き起こすかも知れないので、明らかに避けるべきである。
9.2
  純バイオマス生産量に関係しないLeu取り込みの変化には２つの過程の寄与が考えられ、細菌生産量を推定する上で誤差を生ずるかもしれない。第一に、Leuは他の化合物からも合成され、加えた放射線標識されたLeuの同位体を希釈する。 Leuを十分高い濃度 （例えば、海洋水や貧栄養湖なら10 nM ）に加え、非標識Leuで「ジャブジャブ」にすることによって、細胞内 Leu の新たな生合成を抑制すればこの問題は最小化される。このアプローチでは明らかに同位体希釈がゼロになるとは保証されないが (Kirchman et al., 1986; Ellenboek and Cappenberg, 1991)、同位体希釈実験は適切な濃度を選択する助けになる (Moritary and Pollard, 1981)。Simon and Azam (1989) はOPA-HPLCを用いて細胞内同位体希釈を直接計測し、Leu 10 nMを南カリフォルニア沿岸水に加えたところ約２倍の同位体希釈が起こることを発見した。細胞内での同位体希釈を推定することは非常に有用ではあるが、方法論は難しく、細菌から植物プランクトンを無理なく分離できるかどうかに依存する(Simon and Azam, 1989)。放射性標識の中の一部は細菌以外の微生物（例えば植物プランクトン）に、拡散によって、あるいは取り込みによって、入り込んでしまうこともあるので、より高濃度なLeuを加えてはならない。
  加えた3H-Leuの濃度は別の実験で試験すること(Moriarty and Pollard, 1981)。富栄養な湖の場合にはより高い濃度が必要かもしれないが (R. Bell, 私信）、Leu濃度としては10 nM が適当であると多くの環境で証明されている。10 nMを用いるなら、加えたLeuが全部放射性である必要ない。Leuの取り込みは通常、放射性3H-Leu 0.5から1.0nM に対して9から9.5 nM の非放射性Leuを加えても十分に測定できるくらい高い。また、混合してやることによって非常に安価に実験が出来る。この混合物を用いた場合には、非放射性Leuを加えたことに関して、次の方程式を使って補正すること：

補正速度＝混合物を用いた場合の速度*（非放射性＋3H-Leu )/ 3H-Leu 

速度が低い環境、例えば、深海や極めて貧栄養な湖などでは、非放射性のLeuを用いずに3H-Leuだけ使用すべきであることに注意。
9.3
  Leu法におけるもうひとつの潜在的な問題は、たんぱく質の回転である。例えば、純生長に関係無いたんぱく質の回転のように、細菌細胞はあるたんぱく質を合成したり分解したり出来る。Kirchman et al. (1986) はたんぱく質の回転は、実際に行った自然水系での実験に限っては重要ではなかったが、特に細菌生長速度が遅い場合には無視できないことを発見した。もしたんぱく質の回転が重要ならば、古いたんぱく質が分解されても放射能がほとんど失われない一方、放射性標識は新しいたんぱく質に取り込まれるので、Leu取り込み法ではバイオマス生産量を多めに見積もりがちになる。Kirchman et al. (1986) は、もしたんぱく質の回転の間に有機物が無機化するなら、たんぱく質の回転を測ることが有意義であろうと論じている。たとえそうであってもLeu取り込みの解釈は複雑になる。
9.4
  ホルマリンによって殺されたコントロールに対する、放射能標識したLeuの非生物的吸着はTCAの場合と同じなので、’殺した’コントロールにはホルマリンを使っても良い。ホルマリンの問題は、それに触れたいかなる容器も生きた試料の培養に使うべきではないことである。ホルマリンの蒸気もまた有害であり、生きた試料に影響を与えるかもしれない。
9.5
  大量 (>10 mｌ) の熱TCA抽出は不便である。代わりに、低TCA濃度 (0.5%) で培養を死滅させた後、フィルターに集めたものを抽出しても良い。すなわち、死滅させた試料をろ過した後、フィルターを5mｌ 5%TCAの中に置いて熱する。抽出・冷却後、5%TCAを濾過しすすぐ。どちらのフィルターの放射能も測定する。
9.6
  同化されたLeuのほとんど全てのが直接たんぱく質に取り込まれる(Kirchman et al., 1985)ので、 多くの場合もっと簡単にTCA抽出をすることが出来る (Chin-Leo and Kirchman, 1988)。熱抽出の代わりに、試料をTCAで死滅させ、80℃抽出を省いて濾過する（酢酸セルロースフィルター）。その後フィルターを上述のようにすすぐ。
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