第２４章　JGOFS　セジメントトラップ法

1.0　はじめに

  セジメントトラップの詳細な設計、設置、試料採取法、試料処理、分析法、計算法を厳密に定義するのが理想的なプロトコルである。しかし、現在の最先端のセジメントトラップ実験法と言えどもそのような厳密なプロトコルを作る意味があるほどには発達していないと言うのが一般的な理解である。異なる設計と取り扱い法を比較した場合の長所を定量的に比較できるようなデータが不足していることが主なる問題である。さらに、現在最先端のものであっても、海洋の広い範囲にわたる設置環境と試料のタイプに対応できる唯一のプロトコルを思い描くことは困難である。
  厳密なプロトコルの主要な長所、すなわち異なるグループによって異なる環境で測定されたデータの比較可能性は大変価値のあるものであるが、上に述べたような問題のため、そのような厳密さは現実には不適当である。ここで紹介するプロトコルは、(i)異なる設置実験と研究室間でのセジメントトラップ･データの比較可能性が改善出来る程度にプロトコルを絞り込み、(ii)下向き粒子フラックスのもっともらしい見積もりを提供すること、を目的としている。ここでは、別の勧告、指針、考察（これらの多くの内容はUS GOFS Working Group, 1989 によって詳細に記述されている）を要約したコメントを受けて、大まかな合意の得られているプロトコルを記す。これによって将来的に、データセットの比較可能性が最優先する―たとえば海域に特有なプロセス研究とか中規模変動の研究のような―協同研究を実施する中で、参加グループの合意意見によって、ここに述べたプロトコル中の柔軟性を減らすことが出来るよう意図している。
2.0　目的と適用分野

  セジメントトラップ手法は海洋の水柱を下向きに沈降する粒子の採取に用いられる。こうして採取された物質を分析すれば、(a)さまざまな種類の化学的、生物学的構成成分の下向きの粒子フラックスの推定や、(b)これら構成成分の定性的本質の解明をすることができる。トラップは海底か海面漂流ブイのどちらかに係留して水柱のどこの深度にでも設置でき、試料は係留期間中、あるいは時系列的に、最大１年のオーダーで採取できる。時空間的情報はこのように得ることがきでる。
3.0　定義

  ある成分の沈降粒子フラックスはある時間・水平面積あたりを通過するその成分の沈殿量と定義される。このフラックスは水平面積当たり時間当りの量の次元で表現される。 セジメントトラップでは、測定時間内に、既知の開口面積を通ってトラップの底に沈殿する物質を採取することによって、このフラックスを推定できる。この見積もりの正確さには、自然の海洋学的過程とトラップ／係留系や試料処理／分析による人為的要素の二つを反映した、数多くの物理学、生物学、化学、流体力学的因子が影響を及ぼす（ここにまとめられているが、詳細は US GOFS Working Group, 1989参照）。それゆえ、フラックスの推定値は、トラップ／係留系設計やハードウェアの選択、設置方法、試料処理、分析過程、データ解釈にかなり依存する。
4.0　分析の原理

  セジメントトラップは沈降粒子を採集するのに用いられる。表層水から深海、海底に運ばれる粒状物の大部分は大型の、速く沈降する粒子の形をしていることを示す証拠がかなり存在する。したがって、採取した物質の質量の大部分はこの粒子成分が占めている。そのような試料の分析からもたらされる情報は、沈降フラックスに影響を与えたり、またそれから影響を受ける、化学・物理・生物学的過程を特定し定量化するのに役立てることができる。
5.0　器具

  セジメントトラップの設計のプロトコルを作成すると言うことは、トラップの形状(開口比）とトラップ開口部のバッフルの組み立ての流体力学的効果を考慮することである。指針は厳密ではない(US GOFS Working Group, 1989)。すべての係留系は、トラップが常に鉛直方向に向くように、またトラップの各深度で圧力･流れのセンサーを設置出来るように設計すべきである。漂流系ではさらに、(i)各トラップに対する流れを（流体力学的干渉を減じるよう)最小限に抑え、(ii)表面ブイが風に流されず、(iii)表面波からトラップを効果的にデカップリングするように、設計することが必要である。
  コメント：各トラップには流れセンサーに加えて傾度計をつけることを勧める。大きなスイマー（スイマー：セクション8.2）を除去するためにトラップ･バッフルの下にメッシュスクリーンをつけることが提案されているが、正当な理由がない限り、通常の実験には勧められない (US GOFS Working Group, 1989)。
6.0　試薬

  セクション7.4.1 と8.6で述べる以外に特に勧めるものはない。トラップに満たす溶液と試料処理に用いる試薬は目的とする分析物質や分析を妨害する成分で汚染することのない品質のものを使う。
7.0　試料採取

7.1
  設置環境：　固定係留系の場合には流れの速い環境を、漂流系の場合には流れのシアーがきついところを避ける；現在最先端の係留･トラップ技術もそのような条件には適していない。係留系の設計を注意して行い漂流トラップに対する流れを最小に抑える（特にシアーが大きい時）。あらゆる形状のトラップに関する流れの許容限界速度は一般には決められないが、数十cm/sの相対的流れは許容できない (Baker et al., 1988)。ある海域を対象とした協同研究の一環で同時に漂流系を設置しているグループは海洋学的特徴によって選択した同じ深度にトラップを設置すべきである。固定係留系で海洋表層付近に設置するトラップの深度は流速環境で判断する。国際的な標準設置深度は（可能ならば）表面より1000 m以下で、それ以深は1000mおきである。
7.2
  時間分解能：　調査期間中ずっと連続時系列が得られ、各試料において意図した分析のために十分な試料が得られる最も細かい時間分解能が理想的である。漂流･固定トラップそれぞれのために分解能を決める時には、起こり得る日周（前者）・季節変動（後者）を考えること。
7.3
  トラップ 溶液:　試料カップ溶液は採取した物質（スイマーを含む）を保存し、試料カップ溶液の中身が拡散・移流・再浮遊によって失われるのを防ぐように設計されている。これは保存溶剤とNaCl（周囲の海水に対する密度不連続を与えるため）を加えた海水を用いて行う。海水（設置深度から、または、濾過した表面水）を最終濃度2%の緩衝済みホルムアルデヒド（5%　緩衝済みホルマリン）と５psuの余剰の塩分を含むように調製する。ホルマリンはホウ酸で飽和させて緩衝させる。ブランク補正のためにカップ溶液の一部を取っておく。
7.4
  コメント
7.4.1
長期設置に保存剤は必須である。保存剤の使用によって人為的に発生する誤差よりも有機炭素の分解が引き起こす誤差の方が小さい短期（数日間）の設置の場合には、これの使用はあまり魅力がない。しかし、短期設置は通常、スイマーの混入（セクション8.2)が大きな問題となる浅海域で行われる。そのような場合、保存剤／毒薬の使用は議論の起こるところである；大量の、死んだ、もしくはばらばらになったスイマーは、スイマーの活動や有機物分解をそのままにしておく以上に大きな問題となるかもしれない。
7.4.2
試験された中でホルムアルデヒドは最も効果的かつ最適な汎用保存剤のようであり(e.g. Knauer et al., 1984)、より実用的な代替品が証明されるまで推奨する。ホルムアルデヒドの主な短所は、溶存している自然の炭素濃度の正確な測定を妨げ、そして溶液中に溶出した粒子状炭素の測定を妨げる点である。以前には、非炭素系の代替物、水銀塩やアジ化化合物のような毒物が、有機物分解に対してさほど効果的な抑制剤でないとされたが、最近では、塩化第一水銀やアジ化ナトリウムもこの点に関してはホルムアルデヒドと同程度の効果があることを示唆する証拠がある(Lee et al., 1992)。これらの毒物は溶存体の自然の炭素の測定ができる点で有利だが、スイマーの砕片化を阻止する点ではホルムアルデヒドほどの効果はなく、微量金属の混入の問題を引き起こすかもしれない。

7.4.3
例えば粒子が密度不連続面で沈降しないとか、溶出を促進する化学的効果があるなどの潜在的な短所はあるが、塩分を増加させることを推奨する。塩分を増加させることに関して、利点に較べこのような欠点をより重要だとする、現場設置実験で実証されたことはない。意見は別れる：一貫性と比較可能性を重視すると、そしてこの問題を解くためのさらなる調査はおいておいて、少なくともグローバル・フラックス・データベースに寄与することを目的とした長期係留には、以前のJGOFS プロトコルのように、5psu程度塩分を増加させることを勧める。密度を濃くした溶液は、トラップの開口比（セクション４；USGOFS Working Group, 1989) が影響を受けるために、試料捕集部位にのみおいておくべきである。短期間の、ある研究に特異的な設置実験においては、各研究室とその共同研究グループが決めるべきである。トラップ溶液中の粒子と反応しない成分は拡散や移流による損失を定量化するのに役立つ情報をもたらしてくれるかもしれない。
8.0　採取後の手続き

8.1
  操作と保管：試料はトラップ回収後ただちに非汚染条件下（目的とする分析に依存する）で分離する。試料カップ溶液の上澄みの一部を採取し、採取した粒子から溶出したかもしれない成分の分析に適するよう保管する（セクション8.5）。粒子を溶液から分離する前の貯蔵は冷暗所で行う。
8.2
  記述とスイマーの拾い出し：

8.2.1
湿試料は光学実体顕微鏡（倍率約50倍まで）を用いて検鏡し定性的に記述する。スイマー　－これらの生物は自分からトラップに入り込んだと考えられるが--は取り除かなければならない。スイマーは検鏡の間にピンセットでつまみ出してもよい。あるいは、大きなスイマーを取り除くためにまず始めに試料をふるいにかけ、(a)網目より小さなスイマーを除去し、(b)ふるい上に残された非スイマー粒子は除去しない、ように両方の分画を検鏡し、つまみ出し操作を行う。取り出したスイマーに関して生物分類、サイズ、数、試料体積に対する全スイマー体積の占める割合の推定値を記録する。
8.2.2
スイマーはある程度、操作的に定義され、いくらかは試料のタイプに依存するとされている。一般的には無傷で認識可能な330ミクロンより大きな動物プランクトンを除去することを勧める。これ以上は、各研究室は、”わからないスイマー”(Cryptic Swimmer; Michaels et al., 190)－見たり除去したりするのが難しいスイマー、または捕食網のようにスイマーがトラップに持ち込んだ構造物など－の潜在的な混入とか、受動的な粒子フラックスの一部であるかもしれない動物プランクトンを除去することの影響 について考えるべきである。小さくて、”わけのわからない”スイマーを同定し、除去することは、操作以前に試料をろ過または遠心分離した場合、特に難しい;　このように、つまみ出し操作に先立って溶液から粒子を分離することは勧められない。各研究室は試料タイプに基づいて、どれをスイマーと同定するかの作戦を自分で立てるべきである。
8.3
  試料の分割
8.3.1
トラップ試料でいくつかの分析項目を考えている場合、サブ試料の成分がオリジナル試料と同じになるように分割しなければならない。湿試料には回転式高精度プランクトン分割器が効果的であると示されている(Honjo, 1978)。精度が示されているのなら他の方法でもよい。
8.3.2 ある成分については希少な大型粒子が分割精度に及ぼす影響を考えなければならない。
8.4
  分析を行う粒子状成分
8.4.1
乾重量、全炭素量、有機炭素量、無機炭素量、全窒素、全リン、全ケイ素の測定。

8.4.2
その他の分析としては、生物起源あるいは非生物起源のケイ素、有機･無機窒素、アルミニウム、適当な放射性核種、安定同位元素、有機生物マーカー、陸起源成分、トレース元素、他の主要元素、詳細な顕微鏡試験などが含まれる。
8.5
  分析を行う溶存成分
8.5.1
粒子態で分析する全ての成分とｐHを、トラップ溶液の上澄み(セクション8.1) と試料カップ溶液ブランク(セクション7.3)試料について分析する。溶液態もまた粒子を分離している時に採取し、同様に分析する。ホルマリン保存液には有機炭素(とおそらく窒素)が混入しているのでこ(これら)の成分の分析はできない。
8.5.2
試料の取り扱いと、保存の人為的影響による化学種の分別を見積ることができるなら、異なる溶存化学種(例えば窒素･リンの化学取種)を区別することが出来る。そのような溶液態の分析を行うと、設置の間に溶存物質が高密度溶液から失われることがなく、また溶液態の組成に対するスイマーの影響を考慮するという前提でなら、捕集された粒子から溶出した成分を補正することが出来る。自然の溶存有機炭素の測定は現在はホルマリンの存在下では不可能である。ゆえに有機炭素の溶出に関する補正を行うことは出来ない。しかし、保存剤を用いた炭素フラックスの推定値は一般に保存剤なしで測定したものより信頼できると考えられている(セクション7.3)。ｐHを測定することによって、保存剤の緩衝効果を確認し、炭酸塩が有意に溶解したかどうかを評価することが出来る。
8.6
  分析方法
8.6.1
質量測定は、前以て計量しておいた0.2-0.5 μmフィルターの上でろ過し、海塩を緩衝液(pH7-10)ですすいで除去し、<60℃で乾燥し再秤量する。あるいは、ろ過した固型物を前以て計量した秤量瓶の中のすすぎ溶液に再懸濁させ、凍結乾燥して再秤量する。
8.6.2
粒子状全炭素･窒素は、同様にろ過･すすぎ･乾燥し、秤量したサブ試料を高温燃焼し気体状副産物を検知して測定できる。
8.6.3
粒子状有機炭素は、無機炭素を除去したのち、同じ高温燃焼法で測定できる。
8.6.4
他の分析物質の測定に用いる方法は、それが相応しい場合には、JGOFS プロトコルに述べられている通りである;そうでなければ、各々の、あるいは協力している研究室やプログラムの判断に従う。コミュニティーは方法が改善される従い、共通の分析プロトコルの確立に向けて働くべきである。最先端の粒子分析法はHurd and Spencer (1991)に述べられている。
8.7
  コメント
8.7.1
質量測定では、細胞溶解による潜在的質量損失を最小限に抑えるためにすすぎ溶液が海水と等調となるようにする。
8.7.2
無機炭素を除去する方法はいくつかあるが、有機態を100%残して無機態を100%除去すると信頼できる方法はない。HClに比べれば酸化力がやや小さいため、亜硫酸(Verado et al., 1990) で直接処理することによって無機炭素を除去する事が勧められてはいるが、 現行の方法や新しい方法がさらに評価･改善されるまで、HClで試料を薫蒸するのを好む研究室もあるだろう。直接の酸処理によって溶存化される有機炭素を失わないように注意が必要である。データを提示するときには方法も報告すること。（訳者註：HClには酸化力は無い）
9.0　計算と結果の表現

  沈降粒子フラックスの推測値は単位時間当たり水平面積当たりの量で表現される。溶存態とカップ溶液ブランク濃度とスイマーのデータを用いて、捕集された粒子の溶解に関してデータの補正を試みること(8.2 節と8.5節)。全ての報告されたセジメントトラップデータは:　トラップの形状やバッフルの構造;　流速や他の係留センサーのデータのまとめ;　トラップ溶液の調製方法;　スイマー除去の基準、手順及びスイマーの全試料体積に対する体積寄与率推定値;　試料の分割方法;　分析方法;　採取粒子の溶出に関する補正とスイマーから起こるり得る溶出の詳細;　試料処理と分析手順の推定精度;と共に報告すること。
10.0 品質管理／品質評価

  セジメントトラップデータの品質管理と品質評価を改善させるためには、次のことに努力を集中することが必要である：　係留センサーの開発とセンサーデータの解釈(５節)；トラップと係留のデザインと開発:　繰り返しの(Replicate)トラップ:　フラックスの水平スケール変動:　放射性核種から求めた、長期時系列について積分した、トラップ効率の検証とトラップの校正への応用:　スイマーの防除:　スイマーの除去と影響評価:　試料分割法の精度:　分析方法の適当性･確度･精度:　試料処理と分析手順の全過程における推定精度。
  特に留意すべきは、スイマーによって試料がわけのわからないものになることである。設置の間にこれらをトラップから除くよう鋭意努力すること (例えば　Coale, 1990)。　もしスイマーが試料に混入したら、それによって起こり得る影響、例えば、トラップ内溶液の濃度（活動度）、溶出の効果、トラップ溶液ではなくトラップに住み付くスイマーの活動の効果等、を評価することを試みるべきである。スイマーの影響評価は難しいのでスイマーのデータを報告することが必要である（8.2, 9節）。
11.0 相互比較

  次の分野では相互比較を勧める:　トラップ設計;係留設計;試料処理;分析方法。設置計画と方法の議論においてはグループ間の協力をさらに進めることが必須である。このような相互比較のいくつかは現在実施中であるが、さらに先の研究を進める余地も残っている。 S. Honjo(WHOI)が、全体を均質化した”標準”のセジメントトラップ試料を、国際的な分析法の相互比較と相互校正のために、提供するという申し出を受け入れるべきである；そのような比較に多数の実験室が参加することは大変有意義である。
12.0 注意

  セジメントトラップ実験のあらゆる段階(トラップと係留系の設計、トラップの準備、設置、試料採取、回収、保管、試料の取り扱いと分析)において、分析の目的とする成分や、分析の妨害となる成分で試料が汚染されないように注意すること。
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