平成26年4月 鶴洋丸航海  実施要領
長崎大学水産学部　物質循環研究室
「がんばろう鶴洋丸」
I．観測項目と容器　
1． バケツ表層採水とRMS採水による各層採水します。
測定項目：（実数字は採水量で、カッコ内の数字は容器の容量）
1. 栄養塩(硝酸・亜硝酸・アンモニア・リン酸・(ケイ酸))　 　　     スピッツ管 8 ml x 2本 (10 ml) 
                                            　　　　　　　　 (測点採水、培養実験の双方で行う)
2. 硝酸同位体比(15N・18O）、溶存リン(TDP)              　　細口アイボーイ 40 ml x 1本 (50 ml) 
  　　　　　　           　 (測点採水では、両項目を兼用する。培養実験では、TDP測定のみに利用する)
3. 溶存有機炭素・窒素(DOC・DON)                              アンプル 15 ml x 1本 (20 ml)
4. 培養実験用の溶存有機炭素・窒素(DOC・DON)処理　　　　       アンプル 15 ml x 2本 (20 ml)
5. 懸濁態有機炭素・窒素・リン（POC・PON・PON）                アイボーイ  2L x 5本
6. 懸濁態有機炭素・窒素の同位体比（13POC・15PON）  　　　　　　　ロンテナー  10L x 2本
7 全リン(TP)、(全窒素（TN）)                                   PPボトル 25 ml x 1本 (30 ml)
8 バクテリア全菌数計数　                        　　　　　  　 遠沈管 10 ml x 1本 (15 ml)
(分布はおそらく和田研が行っている。培養実験でも中止？)
＊栄養塩は全層、他項目は、表層、底層、クロロフィル極大層、中層（中上・中下）の5層程度で行う。
＊懸濁態有機物は、他項目と同地点で行う。2Lアイボーイをたくさん用意し時間をかけてでも大容量の濾過を行えば、同じ労力で同位体比が出るので、そのようにするのも良い（その場合、ロンテナー採水処理は省略）
＊全リン・全窒素は、DON/P、PON/Pを測定するのならば、特になくても良い。
＊本来、Chl.a 用の試料も採取すべきだが、時間的問題で省略している。武田研の値を補正用として参照する。
＊A1の表層では、ろ過海水の作成のために、表層海水を20Lのポリタンク2本に採って、ろ過海水を作成する。
II．試料処理方法、保存方法の概要と諸注意
作業１ 海域モニタリング調査
1) CTD & RMS オペレーターは、ニスキンボトルが余っている場合、懸濁物粒子など採水項目が多い特定層（底層、クロロフィル極大層、中層上下）は念のためダブルで、同位体用採水やSt.A6やA15の培養用の[Chl.極大層] or [直下の混合層]は、トリプルで採水を行う。
2) CTD & RMS オペレーション作業中に、その他のメンバーは、表層バケツ採水を行う。

　（※遅くともCTDが底層に達する前に、責任者はドライラボに入り、採水層・ボトル数を決定してオペレータに伝達する。水深と番号を専用ノートに油性マジックで記載して、RMSのラックに掛ける）
3) 手袋をして、全層で番号に対応させての250 mlボトル採水を行う(ダブルの箇所は片方でもOK)。
（特定層では、大容量のロンテナー or 2Lアイボーイにも採水を行うので、大容量容器の内部の共洗いのついでに、採水用のチューブを共洗いなどしてから、250 mlにも採れば時間節約 & クリーン採水）
分注時の諸注意
・分注時は、容器やシリンジの共洗い2回を基本とする（ミリQ洗い済みなので繁忙時は1回でも良い）。
　・試料処理は、栄養塩濃度の低い表層（＆ボトル番号の大きいほう）から順に行う。

　・採水層①～⑫の水深を、冷凍庫に貼りつけたラミネートノートに記載しておく。

　　（特に、クロロフィル極大層、中層上下の3層については、ボトル番号と水深をノートに記載する）

　・冷凍保存する試料は、8分目程度まで入れる。

　・アンプル管は、DOC/TDNの同時測定の他に、DON算出用のDIN測定も行うので気持ち多めに採取。

　・手袋で汚い場所を一度触ったら、それは汚染されている手袋です。手袋をしているからといって、容器のフタの内側、シリンジの内側等、コンタミの恐れがある場所は触らないように気をつけて、適宜、手袋を交換するようにしましょう。手袋を取り外した後の手は、汗(アンモニア)まみれです。手袋を換える時は、水道で手を洗ってタオルで拭いてから、新しい手袋にすることが望ましいです。
分注の手順
i) 全層で、250mlボトルから、50mlプラスチックシリンジと、0.45mアセテートフィルターを用いて、10mlスピッツ管2本（①）に濾過を行う。アセテートフィルターは、詰まってきたら適宜、交換する。
＊GF/Fにはシリカの溶出やSRPの吸着の恐れがあるため、栄養塩にはなるべくプラスチックシリンジとアセテートフィルターを用いる。一方で、プラスチックからはDOCの溶出の恐れがあることと、ろ過のし易さから、DOMに関連する試料（シリカやSRPに関係ない試料）にはガラスシリンジとGF/Fを用いる（DOMのCNPのストイキオメトリーの議論を行う場合、濾過フィルターの孔径は合わせる）。DOPの算出にはSRP濃度が必要となり、場合によっては、栄養塩用試料で求めたSRP値を用いるため（手間を考慮しなければ、同じくGF/Fでろ過した試料が理想）、GF/FにSRPの吸着量が多い場合には、DOP(TDP-SRP)がマイナスになる可能性もあるが、その影響は、フィルターサイズの違い（0.7mと0.45m）に起因する違いに比べてマイナーと仮定する。（また、GF/Fで先に、DOC/N用のガラスアンプル試料を採取すれば、ガラス繊維濾紙は既にSRPを吸着して飽和になっていると考えられる）
ii) 特定層では、ガラスシリンジに25mmのGF/Fでろ過した海水を、20ml アンプル管1本（③）に分注し、速やかにガスバーナーで封じる。続いて50mlのアイボーイに1本（②）濾過を行う他、濾過しない海水を、30mlのPPボトルに1本(⑥)に保存する。25mmのGF/Fは、詰まり次第交換するが、交換時にはフォルダを開けて、フィルターに穴等が空いていなかったかどうか確認する（※採水時等に空気を押しこんでしまうと穴があきやすいので注意する）。
iii) 特定層では、2Lアイボーイのフタを専用フタに付け替えて、47mmのGF/Fをセットしたフォルダに逆さまにかぶせて、アスピレーターでひく。濾過量は、ラミネートノート等に記載しておく（※低濃度海域で同位体を測定するためには、2ボトル以上を繰り返しても良い）
iv) 試料ボトルやフィルターケースは、ラベルがつけられていることを確認後、冷凍保存する。
冷凍保存するときは、直接ディープフリーザーにいれてもなかなか凍らないので、一度船内の冷凍庫にいれて、凍らせてディープフリーザーにいれると良い。どうしても、食品試料等のコンタミの心配がある物品と一緒に保存しなくてはいけなくなった場合には、ガス透過率の小さいガラスアンプルを優占したり、ガス透過率の小さいアルミジップロック（新しく用意）に入れて、保管する。
v) プラスチックシリンジ、ガラスシリンジなどの器具は、ミリＱ洗浄をして、次の地点での使用時までユニパックに入れて保管しておく。
vi) 次の地点に着く前に、次の地点で利用する試料ボトルを準備しておく（ニスキンボトルからの採水チューブの先端の300mのメッシュに珪藻等が詰まっている場合は、ミリQで洗浄しておく）。
5) ロンテナーは重さを計量し、アスピレータ―＆5連マニフォールドシステムを利用して、47 mm GF/Fで、適宜、ロンテナーを振りながら海水の濾過を行う。チューブに空気が入ったら、吸い直して再開する。濾過終了後、再度、重量を計測して濾過量を計算する。チューブに空気が入った時は、取り直す。フィルターは、最後にミリＱで洗う。GF/Fは、ラベルした専用ケースに入れて冷凍保存する。
作業２ 溶存有機物分解実験
　
St.A6とA15　の試料（1日目）

1) クロロフィル極大層(or 懸濁層)は、大容量用のろ過システムを用いてGF/Fでろ過後、1Lのポリカーボネート瓶 3本に移す。懸濁物からの分解量の評価のため、ろ過をしない海水も、同じく1Lのポリカーボネート瓶 3本に移す（培養装置の大きさや採水層の数に応じて、ボトルサイズや本数を変更）。
2) 培養装置内の温度を水温と同じに設定して、メモする。
3) T=0、24hr、3day、1wk、2wk、1moに、ガラスシリンジとGF/Fを用いて、スピッツ管2本、アンプル管2本、30ml PPボトル1本、（15ml遠沈管：4ml程度海水を入れて、10%ホルマリンを1ml加える）への採水を行い、それぞれ冷凍・冷蔵保存をする。（500mlのデュラン瓶に分注して行っていたDNA解析用(ステリベクス)の試料の採取は和田研に依頼する）
作業３ APA用の懸濁物試料の捕集
· 別紙：APA現場プロトコル参照
作業４　分解に伴う同位体比の変動をみるための植物プランクトンの捕集
· 夜間停泊時などで、表層近くにクロロフィル極大層が有る場合は、大容量ポンプと200 mと20mの大型メッシュフィルターを用いて、20-200 m画分の懸濁物を取り、3本のアイボーイに分注して、暗所で培養する。T=0の試料は、25mm　GF/Fに濾過して冷凍保存する。

· T=1day、3day、5dayくらいで、培養容器中の一部試料を25 mm GF/Fに濾過し、冷凍保存（or 乾燥）する。

作業５　和田研作業補助
今回は、和田研の人数が多く仕事量も少ないと思うので、特にケアしなくて大丈夫だと思うが、適宜、気をくばる。
作業６　食当・掃除
　特に帰港日は、朝食前に就寝部屋のシーツ等の片づけを終えて、朝食後、速やかに掃除に入れるようにする。
III．役割分担　
（状況を見ながら、すべての作業を助け合いながら行うが、下記は責任者）
　梅澤：全体統括
　山口：APA指導。手が空いている時は、臨機応変に手伝う。
野崎：CTDオペレーション、APA作業
　尾崎：全体統括、オペレーション
　市川：全てを一通り経験する。
　寺戸：全てを一通り経験する。
　山岸：APA作業。手が空いている時は、全てを一通り経験する。
その他

· 食堂は、三等航海士等の部屋に隣接しているため、24時以降の私語は気をつける。

· 最終日の帰港時間（大学到着時間）が確定したら、留守番の川上さんに携帯メールで連絡する。

· 航海で得たCTD等のデータ、写真ファイル等は、学生部屋の共有PCの指定場所に保存しておくようにする。各地点の鉛直CTDデータと、表層の水平方向のCTDデータは、SurferやOcean Data Viewなどを用いて、速やかにグラフ化しておく。
· CTD観測時に印刷した鉛直分布ファイルや、野帳は、後で閲覧し易いよう印刷して、ファイル保存。
· 調査の下船後すみやかに、航海で得られたフィルター試料は、乾燥、酸処理、酸抜き処理に入る。DOM試料についても速やかに分析に入る。栄養塩試料は、ある程度、試料がたまってから分析する。
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