
漁業生物を含め，海洋生物の生産は海洋の一次生産者
である植物プランクトンの生産力に依存する。この植物
プランクトンの生産力は，主要な光合成色素であるクロ
ロフィルaが担っている。そこで，古くからクロロフィ
ルaを定量することにより，海洋の生産力の一つの指標
としている。
北海道立総合研究機構水産研究本部中央水産試験場

（以下，道総研中央水試）では，海洋環境モニタリング
の一項目として，1970年代からクロロフィルaを定量し
ている。クロロフィルaの定量方法には比色法(Richards 
with Thompson , 1952 ; Parsons and Strickland , 1963 ; 
Lorenzen, 1967)と蛍光法(Yentsch and Menzel, 1963; Holm-

Hansen et al., 1965)がある。道総研中央水試では，少な
い試水量で分析できる蛍光法を採用している。試水量が
少なくてすむという特性は，サンプル操作の簡便性を高
めるため，現在も，同法を継続して採用している理由で
ある。

機器分析の教科書では，蛍光法は，「蛍光強度が，目
的物質の濃度に対し直線関係にあると見なせるごく低濃
度領域で定量可能である。」と説明される。北海道南部
の噴火湾において，春季植物プランクトン大増殖期（以
下，大増殖期）におけるクロロフィルaの最大濃度は，
10μgL-1以上になる（中田, 1982）ことが知られている。
クロロフィルaが，このような高濃度を示す大増殖期で
は，分析作業時に，低濃度領域を超える範囲にある試料
について，定量可能な濃度領域まで希釈する作業がしば
しば必要となる。これが，測定作業の労力や時間を増や
す原因となっている。大増殖期に，多数の試料の分析を
行なう研究課題で，この希釈作業を減らすことができれ
ば，作業効率の大幅な向上が期待できる。
道総研中央水試では，ターナーデザイン社の蛍光光度

計Turner Design Model 10の購入を契機に，この蛍光光
度計の機械校正（キャリブレーション）を1985年3月19

日に行った。この時の目的は，キャリブレーションと同
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時に，高濃度領域の試料の分析結果が，低濃度領域まで
希釈する従来法の結果と一致する「一般方程式」の導出
と，その解法を検討することであった。本稿では，その
課題解決に至ったので以下に報告する。

材料及び方法

蛍光測定理論　強度Ioの入射光が溶液を透過して強度It

の透過光になるとき，Tを透過率とすると，この溶液に
よる光の吸収の強さは，

T = It/Io  (1)

である。また，吸光度Aは

A = -logT  (2)

のように定義されている。したがって

10-A = It/Io  (3)

から

It = Io･10-A  (4)

である。
Cを溶液の濃度，εを吸光係数，lを測定セルの光路長

とすると，ランベルト－ベールの法則により，

A = εCl  (5)

と表される。
蛍光物質が発する蛍光強度Fは，吸収された光の強さ

Iaと，吸収された光子が蛍光へ変換する変換効率Φf（量
子収率）との積で以下のように表される。

F = IaΦf  (6)

また，

Ia = Io - It  (7)

= Io(1 - 10-εCl) (8)

である。ここで，蛍光強度F(C)を溶液濃度Cの関数とす
ると，式(6)および式(8)から

F(C) = Io(1 - 10-εCl) Φf  (9)

と表現される。ここで指数関数の底を常用対数の10から
自然対数のeに変換すると

F(C) = Io(1-e-2.303εCl) Φf  (10)

という蛍光強度の理論式が求まる(Fig.1)。

この理論式は非線形なので，線形化のため，指数関数
部分を濃度ゼロ近傍でテイラー展開すると

F ( C )  =  I o( 1  -  ( 1  -  2 . 3 0 3 ε C l + ( 1 / 2 ! )
(-2.303εCl)2+(1/3!)(-2.303εCl)3+・・・)) Φf  (11)

 = Io(2 .303εCl - (1/2 !)(-2 .303εCl)2 - (1/3 !)
(-2.303εCl)3- ・・・)) Φf  (12)

となる。ここで2.303εClが十分小さい低濃度領域では，2

乗以上の項を無視できるため 

F(C) = 2.303IoΦf εCl  (13)

と，直線近似が可能となる。この直線近似式は，機器分
析の教科書では蛍光分析の基本式として記載され，蛍光
強度と濃度の関係を評価するために広く一般に用いられ
ている。これは完成された常法である。これを「線型モ
デル」とする。
ここでは，式(13)は非線形の理論式の直線近似であっ

て，理論式に直線区間があるわけではないことに注意し
なければならない。
本節では，教科書（井村・樋上, 2016）の表記方法を

参照した。
「線形独立蛍光モデル」によるクロロフィルaとフェオフ
ィチンaの濃度計算式　蛍光物質が希薄な溶液中で，す
なわち低濃度領域では，それぞれの蛍光物質は独立に蛍
光を発すると仮定する。ここではこの仮定に基づく理論
を「独立蛍光モデル」と呼ぶ。ここで，試料の酸化前の
蛍光値は，クロロフィルaの蛍光とフェオフチンaの蛍光
が加わったものになり，酸化後の蛍光値は，酸化前のフ
ェオフチンaの蛍光に，クロロフィルaが酸化されてフェ
オフチンaになった蛍光が加わったものになる。そこで，

Fig.F 1 Fluorescence intensity ( arbitrary unit)  for theoretical 
curve of chlorophyll a (solid line) and pheophytin a 
(dashed line) against pigment concentration. Calibration 
data is shown for chlorophyll a ( solid circle)  and 
pheophytin a (open circle).
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クロロフィルaとフェオフィチンaが発する蛍光強度につ
いて，「線型モデル」と「独立蛍光モデル」を組み合わ
せて，次の関係が成り立つ。

Fo = Fch･Ch + Fph･Ph  (14)

Fa = Fph･Ch + Fph･Ph  (15)

　ここで，Foは酸添加前の試料の蛍光値，Faは酸添加後
の試料の蛍光値，Chはクロロフィルa濃度，Phはフェオ
フィチンa濃度，Fchは単位クロロフィルa濃度当たりの
蛍光強度で定数，そしてFphは単位フェオフィチンa濃度
当たりの蛍光強度で定数とする。
ここでは，式(14)と式(15)を「線形方程式」と呼ぶ。

このChとPhの連立方程式は以下のように解ける。式(14)
から式(15)を差し引くと

Fo – Fa = Ch･(Fch - Fph)  (16)

となり，これから

Ch = (Fo - Fa)/(Fch - Fph)  (17)

というクロロフィルa濃度を求める解が得られる。また，
式(15)にFchを乗じたものから，式(14)にFphを乗じたも
のを差し引くと

Fa･Fch - Fo･Fph = Fph･(Fch - Fph)･Ph  (18)

となるので

Ph = (Fa･Fch - Fo･Fph)/(Fph･(Fch - Fph))  (19)

というフェオフィチンa濃度を求める解が得られる。
ここで，式(18) ，式(19)に酸係数(R) 

R = Fch/Fph  (20)

を用いて変形すると，

Ch = (Fo - Fa)/(Fph･(R - 1))  (21)

Ph = (R･Fa - Fo)/(Fph･(R - 1))  (22)

となる。これに濃縮倍率を乗じて濃度とする。気象庁海

洋観測指針(1970)では，この表記の解である。ここでは，
式(21)と式(22)を「線形解」と呼ぶ。式(21)と式(22)に
式(14)と式(15)も含めて，本稿では「線形独立蛍光モデ
ル」と呼ぶ。
キャリブレーション　クロロフィルaの測定に用いる試
水を250mLの褐色ポリビンに採水し，測定は90％アセト
ン10mLの抽出液で行うため，濃縮倍率は25倍である。
大増殖期のクロロフィルaの最大濃度を40μgL-1と仮定す
ると，濃縮倍率から換算して，最大1,000μgL-1までの濃
度範囲でキャリブレーションを行った。
クロロフィルaの結晶（和光純薬社製50mg入り）を，

ほほ全量90%アセトン溶液で2Lまでメスアップし，標準
原液とした。これを順次希釈してキャリブレーション用
の標準液とした。標準原液の濃度は吸光法(Lorenzen, 
1967)により決定した。標準原液を10倍，20倍および50

倍に希釈した標準液を，ダブルビーム分光光度計
(Shimazu UV-2000)で5cmセルを用いて，酸添加前後に
665nm，750nmで吸光度を読み取った。酸化には1Nの塩
酸を10滴滴下し，5分間静置した。
標準液の測定から得られたクロロフィルaおよびフェ

オフィチンaの計算式(Lorenzen, 1967)は以下の通りであ
る。

Ch = 26.7･(665o - 665a)･v/(Vf･l)  (23)

Ph = 26.7･(1.7･665a - 665o)･v/(Vf･l)  (24)

ここで，665oは酸化前の665nmの吸光値，665aは酸化
後の665nmの吸光値で，lはセルの長さ，vは抽出液の容量，
Vfは試水の濾水量である。標準液の場合，v/Vf=1である。
665nmの吸光値は，750nmの吸光値で補正した。

吸光光度計の分析結果をTable 1に示した。665o/665a

の値は1.69で，Lorenzen (1967)による，クロマトグラフ
ィーにより分離されて得られた，クロロフィルaの結晶
を用いた値1.7と一致した。式(23)から，標準原液の濃
度は，23.02mgL-1であった。

キャリブレーションを行うTurner Design Model 10は，
感度を8段階変更でき，その中から読み取りに最適な感

chlorophyll a before acidification after acidification undiluted
standard wave length corrected wave length corrected acid ratio cell length chlorophyll a*1

dilution rate 665o 750 665o 665a 750 665a 665o/665a cm mgL-1

10 1.055 -0.006 1.061 0.627 -0.006 0.633 1.676 5 22.88
20 0.524 -0.005 0.529 0.307 -0.005 0.312 1.696 5 23.20
50 0.209 0.000 0.209 0.123 0.000 0.123 1.699 5 22.99

average 1.690 23.02

TableT 1 Absorbance and undiluted chlorophyll a concentration

*1: Undiluted chlorophyll a concentration is calculated from Lorenzen (1967).
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度を選び，酸添加前後に小数点以下2桁まで数値を読み
取った。キューベットに入れた標準液の酸化には1Nの
塩酸を4滴滴下し，5分間静置した。

1,151μgL-1の濃度の標準液を，蛍光光度計の最低感度（1

×MS）で10.00に合わせた。90％アセトン溶液で原点合
わせを行ったが，最高感度（100×31.6）では読み取り
指針の動きが大きく原点あわせができなかったため，次
の感度（100×10）において0.00と原点合わせを行った。
蛍光光度計のキャリブレーション結果をTable 2に示

す。

結果及び考察

理論式の係数決定　本研究で用いた理論式の係数決定方
法を説明する。理論式をテイラー展開した式(12)でCを
xに置き換え，右辺第2項まで近似する。

F(x) = Io(2.303εlx - (1/2!)(-2.303εlx)2 Φf  (25)

この式から単位濃度当たりの蛍光強度を

F(x)/x = IoΦf･2.303εl - IoΦf (1/2)(2.303εl)2･x  (26)

と表し，最小二乗法によりキャリブレーションデータへ
回帰直線を当てはめた（Fig.2）。そうするとy切片から

IoΦf･2.303εl 

という近似値が得られる。傾きの近似値は

-IoΦf･(1/2)(2.303εl)2

となることから，傾きを2倍してy切片の値で除すること
により，

2･(-IoΦf ･(1/2)(2.303εl)2)/IoΦf2.303εl = -2.303εl (27)

として，指数関数の指数部の係数-2.303εlの近似値が得
られる。
この近似値から，さらに非線形最小二乗法により正確

に係数を求める。ここで，

IoΦf  ＝ D  (28)

2.303εl ＝ E  (29)

とおいて，蛍光強度の理論式を

F(x) = D (1 – e-Ex)  (30)

と表記し直す。Fiをキャリブレーションで得られた蛍光
値，S(x)を残差平方和とすると，

S(x) = 
=1

n

i
   (Fi – F(x))2

 (31)

が最小となるときのDおよびEの数値の組み合わせを求
め，正確な値とする（Fig.3）。

ここで採用した計算方法は，近似値として求めた上記
D，Eを初期値として，最初にDを固定してEにΔEずつ加
算しながら計算し，最小値を探した。次にDにΔDを加え
て同様の計算を継続して最小値をさがす手順をとった。
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Fig.F 2 Fluorescence intensity per unit concentration.  They 
are shown as solid curved lines for chlorophyll a and 
pheophytin a against pigment concentration. 
Calibration data is shown for chlorophyll a ( solid 
circle) and pheophytin a (open circle). Dashed lines 
are linear regression lines drawn from calibration data 
using concentrations of 230.2 μg L-1 and lower.

chlorophyll a
standard chlorophyll a reading reading

dilution rate (μgL-1) range 1 range 2 F o range 1 range 2 F a F o F a
20 1 MS 10.00 1 MS 5.02 10.00      5.02      
50 1 MS 4.75 1 MS 2.36 4.75      2.36      

100 1 3.16 8.00 1 3.16 4.02 2.53      1.27      
500 1 10 5.45 1 10 2.70 0.545    0.270    

1,000 1 31.6 8.65 1 31.6 4.35 0.274    0.138    
5,000 100 MS 5.30 100 MS 2.68 0.0530  0.0280  

50,000

1,151.0000 
460.5000 
230.2000 

46.0500 
23.0200 

4.6050 
0.4605 100 10 5.60 100 10 2.80 0.00560 0.00280

before acidification after acidification
corrrected reading

TableT 2 Calibration result for Turner Design Model 10
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ΔDやΔEは，S(x)が最小値近くで分解能を上げて極値を
探した。最後に，全体の最小値となるS(x)を求め，それ
に対応するDとEの値を真の値として採用し，理論式を
確定した。
ここでは，クロロフィルaの蛍光強度の理論式はFc(x)，

フェオフィチンaの蛍光強度の理論式をFp(x)と表記する。
キャリブレーション結果（Table 2)から，非線形最小

二乗法により以下の理論式を得た。

Fc(x) = 21.51(1 - e-5.4277･10-4･x) (32)

Fp(x) = 11.13(1 - e-5.2580･10-4･x) (33)

　キャリブレーションデータおよび式(32)，式 (33)の
理論式をFig.1に示した。
非線形領域における「一般方程式」の導出　蛍光分析は
線形近似が可能である低濃度領域の分析に優れているた
めに，主に低濃度領域の特性に対する解説が主である。
ここでは，非線形性が顕著となる，高濃度領域における
分析結果を用いて，クロロフィルaとフェオフィチンaの
濃度の計算式を導出する。
この高濃度領域における蛍光強度も，低濃度領域にお

ける線形の場合と同様に考えるが，係数は定数ではなく，
濃度に依存する蛍光強度の理論式の関数として仮定する。
ここで，単位クロロフィルa濃度当たりの蛍光強度を
Fch(x)（=Fc(x)/x），単位フェオフィチンa濃度当たりの
蛍光強度をFph(x)（=Fp(x)/x），α，β，およびγは濃度と
する。すると，蛍光強度の方程式は

Fo= Fch(α)･Ch + Fph(β)･Ph  (34)

Fa= Fph(γ)･Ch + Fph(β)･Ph  (35)

となる。

また，Faはすべてがフェオフィチンaであるから

Fa = Fph(Ch+Ph)･(Ch+Ph)  (36)

である。この式(36)は，Faから合計色素濃度を求めるた
めに使用する基本式である。
ここで，初めに線形方程式で仮定したように，式(35)

の右辺の，クロロフィルa由来のフェオフィチンa（第1項）
と，元々あったもの（第2項）が，それぞれ独立に蛍光
を発する「独立蛍光モデル」（γ=Ch，β=Ph）を考える。
式(35)の右辺の蛍光強度と，式(36)の右辺の蛍光強度

の差を式(36)の右辺で正規化した，以下の⊿F(Ch,Ph)と
いう関数を導入する。

⊿ F(C h ,P h)  =  ((F p h(C h)･C h+F p h(P h)･P h)  - 
(Fph(Ch+Ph)･(Ch+Ph)))/(Fph(Ch+Ph)･(Ch+Ph))  (37)

ここで，⊿F(Ch,Ph)を任意の合計色素濃度について計
算し，Ph/(Ch+Ph)をパラメーターとしてFig.4に示した。
ただし，図中では⊿F(Ch,Ph)を100倍して％表示にして
ある。
⊿F(Ch,Ph)は，合計色素濃度が50μgL-1では最大0.6％

程度だが，600μg L-1では8％近くまでになる。「独立蛍光
モデル」の仮定は，50μg L-1程度では許容されるが，よ
り高濃度では成り立たない。それぞれが独立に蛍光を発
するとした場合，式(35)の右辺の値が式(36)の右辺の値
より大きくなり，唯一等号が成り立つ場合は，クロロフ
ィルaとフェオフィチンaのどちらかの濃度がゼロの場合
だけである。すなわち，「独立蛍光モデル」では，非線
形領域において両色素が共存する場合，蛍光強度の収支
が合わないために，式(35)は等号が成立しない。
以上から，蛍光強度の収支が合って等号が成り立つこ

とを説明するためには，式(35)における単位濃度当たり
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Fig.F 3 Distribution of S(x) for chlorophyll a (solid line) and 
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crosses.
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の蛍光強度が，そこに存在する濃度に対応する値よりも
小さくならなければならない。これは，濃度が高いほど
単位濃度当たりの蛍光強度が低くなる（Fig.2）ことから，
「単位濃度当たりの蛍光強度が，実際に蛍光を発する濃
度よりも，見かけ上高い濃度で存在している場合の値を
示す。」と考えられる。すなわち，どちらか一方の色素
側から放射される光子が，自己吸収だけではなく，共存
する他方の色素にも吸収されて消光するという「非線形
効果」によるものと考えられる。
ここで，式(35)の右辺が式(36)の右辺と等号が成り立

つ場合を考えてみる。式(36)の右辺を変形すると

Fa= Fph(Ch+Ph)･Ch+Fph(Ch+Ph)･Ph  (38)

となる。そこで，式(35)の右辺は，式(38)の右辺との比
較から，β=γ=Ch+Phの場合に等号が成り立つことが分か
る。また，式(34)の右辺第1項のFch(α)は，クロロフィ
ルaが酸化されると，式(35)の右辺第1項のFph(γ)になる
ことから，α=γ=Ch+Phでなければならない。そして，見
かけ上の濃度はCh+Phで，合計色素濃度に対応している
ことを示している。
以上から，非線形領域における蛍光強度の方程式が以

下のように導かれる。

Fo= Fch(Ch+Ph)･Ch+Fph(Ch+Ph)･Ph  (39)

Fa= Fph(Ch+Ph)･Ch+Fph(Ch+Ph)･Ph  (40)

ここでは，式(39)と式(40)を蛍光強度の「一般方程式」
とする。これは線形方程式と類似しているが，係数がす
べて非線形の関数に置き換わっている点が異なる。
「一般方程式」の解と数値計算法　次に「一般方程式」
の解を求める。ここで

Ch+Ph ＝ Tp  (41)

と置いて，ChおよびPhについて，「線形解」を求めた時
と同様の演算により連立方程式を解くと，

Ch ＝ (Fo - Fa)/(Fch(Tp) - Fph(Tp))  (42)

Ph = (Fch(Tp)･Fa - Fph(Tp)･Fo)/(Fph(Tp)(Fch(Tp) - 
Fph(Tp)) (43)

という解が得られる。ここでさらに

R(Tp) = Fch(Tp)/Fph(Tp)  (44)

という，酸係数R(Tp)を導入して表記すると

Ch ＝ (Fo - Fa)/(Fph(Tp)(R(Tp) - 1))  (45)

Ph = (R(Tp)･Fa - Fo)/(Fph(Tp)(R(Tp) - 1))  (46)

という解が得られる。ここでは，式(45)および式(46)を，
本稿では「一般解」と呼ぶ。また，「一般方程式」と「一
般解」を併せて「非線形色素共存モデル」とする。
しかし，この「一般解」には未知数Tpが含まれている。

したがって，この「一般解」を計算するためには，Tpを
別途求める必要がある。
合計色素濃度TpはFaからニュートン法を用いて計算す

る。Tp=xとおいて，

Fph(x)･x = Fp(x) (47)

の関係及び式(36)から， 

G(x) = Fp(x) - Fa = 0  (48)

という関数G(x)を導入する。ニュートン法の公式に，
式(33)を代入すると以下になる。

x2 = x1 - G(x1)/(dG(x1)/dx)  (49)

　= x1-((D(1-e-Ex1) - Fa)/(DE･e-Ex1)) (50)

この式(50)に，最初は適当な初期値x1（本稿では10）
を代入してからx2を計算する。次に，得られたx2をx1に
代入し，x2を求めるという計算を繰り返した。収束条件を

¦(x2-x1)¦ < 1･10-5 (51)

とし，これを満たした時に計算を打ち切り，x2の値をTp

の解とした。繰り返し計算の回数は，4～5回であった。
現場海水を用いた「一般解」の有効性に関する検証　計
算式の適用が妥当か検討するために，色素共存状態にあ
る試水として，現場海水を使用した。3月下旬は北海道
西岸では大増殖期にあたるので，試水量が多ければきわ
めて高濃度の試料が容易に得られる。1985年3月20日，
道総研中央水試前浜において，大型バケツに表面海水を
採取した。
実験室内で，大型バケツ内の海水をよく攪拌しながら

分取し，容量100mL，200mL，500mL，1,000mLの試水を，
容量順に濾過（47mm，ワットマンGF/C）し，試料を2

セット作成した。遠沈管に試料を入れ，90％アセトン
10.0mLを加えて室温，暗所で1時間色素抽出した。その
後，震蕩，遠心分離し，上澄液についてキャリブレーシ
ョンと同様の分析操作を行った。分析結果を「一般解」
で計算しTable 3に示した。
測定された蛍光値を，試水量の関数としてFig.5に示

した。図中の直線は，試水量100mLと200mLのデータを
使った，原点を通る回帰直線である。試水量500mLと
1,000mLの試料の蛍光値は，回帰直線から下方にずれて，
非線形領域にある。
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次に，「一般解」で計算した色素濃度を，試水量の関
数としてFig.6に示した。図中に，クロロフィルa ，フ
ェオ色素，および合計色素濃度について，それぞれ原点
を通る回帰直線を記入した。
なお，Lorenzen and Jeffrey (1980)によると，クロロフ

ィルaの分解色素では，フェオフォービドaが海水中では
最も多く存在するという。そこで，本報告では海水中に
おけるクロロフィルaの酸化分解色素の呼称を，存在量
の少ないフェオフィチンaではなく，フェオ色素とした。
「一般解」の計算値は，それぞれ試水量に正比例し，
決定係数(R2)がすべて0.99以上あり，直線性が良い。

Fig.6のデータについて，回帰直線からの偏差をFig.7

に％表示した。試水量が少ない100mLと200mLのデータ
には，高い値が含まれている。100mLでは，試料の1つ
で合計色素濃度が高かった。これは，攪拌がまだ十分で
ない状態のバケツから海水を分取したために生じたもの
と考えられる。200mLでは，試料の1つでフェオ色素が
特に高い値である。合計色素濃度が高いわけではなく，

クロロフィルaが逆に最も低い値（Table 3)であること
から，この試水を濾過するまでの間の動物プランクトン
による摂食か，あるいは，測定前の試料（抽出液）の酸
汚染，いずれかの可能性が高いと考えられる。

       volume of  
  filtered sample C h P h C h +P h C h P h C h +P h C h P h C h +P h

(mL) F o F a (μgL-1) (μgL-1) (μgL-1) (μgL-1) (μgL-1) (μgL-1) (%) (%) (%)
100 0.532 0.332 34.9 22.7 57.6 3.49 2.27 5.76 13.6 3.5 9.4
100 0.485 0.305 31.3 21.5 52.8 3.13 2.15 5.28 2.1 -2.0 0.4
200 0.968 0.612 63.0 44.5 107.5 3.15 2.23 5.38 2.5 1.6 2.2
200 0.965 0.636 58.3 53.6 111.9 2.91 2.68 5.59 -5.1 22.3 6.3
500 2.26  1.450 149.6 115.7 265.3 3.00 2.31 5.31 -2.6 5.6 0.9
500 2.26  1.453 149.1 116.8 265.9 2.98 2.34 5.32 -2.9 6.6 1.1

1,000 4.14  2.623 299.4 211.4 510.8 3.00 2.11 5.11 -2.5 -3.5 -2.9
1,000 4.34  2.737 318.6 217.9 536.5 3.19 2.18 5.37 3.8 -0.5 2.0
r.m.s 5.7 8.7 4.3

in situ concentration deviation from regression line
corrrected reading

TableT 3 Results of calculation by general solution for in situ sea water samples
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Fig.F 5  Fluorescence intensity ( arbitrary unit)  of in situ 
samples before (solid circle) and after (open circle) 
acidification shown against the volume of filtered 
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ここで重要なのは，合計色素濃度の偏差であり，これ
が「一般解」の有効性を示す指標となる。合計色素濃度
の平均二乗偏差は，全体で4.3%（Table 3）であり，
100mLの特に高い値を除くと，2.9%である。濃縮倍率で
標準化して現場濃度を計算すると，試水量100mLの試料
から試水量1,000mLの試料まで，ほぼ同じ数値が得られ
る（Table 3）。
「線形解」による計算値との比較　「一般解」で得られた
試水量100mLの試料の合計色素濃度（Tp）は55μgL-1（平
均値）であり，「線形独立蛍光モデル」が適用できる濃
度領域にある。
そこで，46μgL-1以下の濃度のキャリブレーションデ

ータから，回帰直線を作成し，「線形解」から得られた
数値と，「一般解」から得られた数値を比較すると，そ
の差は最大で4%程度である（Table 4）。

回帰直線を計算したキャリブレーションデータは
46μgL-1までなので，「一般解」で得られた55μgL-1は，そ
れを上回る濃度であり，比較の正確性が少し欠けるため，
回帰直線による別の評価方法を採用した。
本来，回帰直線で近似する対象は，理論式そのもので

ある。測定誤差がなければ，キャリブレーションデータ
は理論式の上に乗る。ここでは理論式が得られているの
で，この理論式の任意の濃度まで回帰直線が作成できる。
そこで，理論式を用いて55μgL-1までダミーデータを作
成し，ダミーデータから回帰直線を計算して正確な回帰
直線を得た。その結果，「一般解」から得られた数値と，
回帰直線から得られた数値は0.6%以内の差で一致した
（Table 4）。

以上から，「線形独立蛍光モデル」が適用可能な濃度
領域では，「線形解」と「一般解」は一致することが示
された。これは同時に，「一般解」で計算された濃度は，
従来法では本来10倍希釈しなければならない，非線形領
域にある試料についても，正しいことを示している。
現場海水による「一般解」の検証では，理論式の線形

化可能領域から非線形領域の合計色素濃度で500μgL-1程
度までの範囲で検証ができた。キャリブレーションデー
タから理論式は1,000μgL-1超まで適用できているので，
「一般解」の計算もこの濃度まで適用できる。したがって，
「一般解」により，北海道周辺の大増殖期のクロロフィ

ルaの最大濃度まで，正しい濃度が計算できることが明
らかになった。
おわりに　現場海水による「一般解」の検証で得られた
フェオ色素の濃度は，クロロフィルa濃度の70％以上も
ある。春季植物プランクトン大増殖期であるにもかかわ
らず，フェオ色素の濃度が高すぎるように思われる。

Lorenzen　(1967)によると，植食性甲殻類の糞粒中に
は，フェオフィチンaよりもフェオフォービドaが含まれ
ていたという。沿岸域では，波浪の影響で海底からこの
ようなクロロフィルa分解色素の再懸濁があり，フェオ
色素が多くなったと考えられる。また，蛍光法では，ク
ロロフィルbは酸化前に比べ，酸化後の蛍光強度が強く
なるという光学特性を持つ（Lorenzen, 1967）ために，
クロロフィルaはやや過小に，フェオ色素は極めて過大
に計算結果が出ることが知られている（Gibbs, 1979;  
Jeffrey, 1997）。これらの理由が，フェオ色素の濃度が高
すぎるように思われることを説明すると考えられる。
過去からのデータの数値に関する継続性を無視して，

単にクロロフィルaだけを蛍光法により正確に求めるな
らば，Welschmeyer (1994) の方法が優れている。
従来の「線形独立蛍光モデル」は，「線形解」の計算

が容易な点にメリットがある。本研究で得られた「非線
形色素共存モデル」では，蛍光測定値から濃度を求める
「一般解」の計算過程に，繰り返し計算が必要な，ニュ
ートン法を用いなければならない。この点は，分析作業
の軽減というメリットに対するデメリットである。
回帰直線について。通常，クロロフィルaの標準原液

を希釈して濃度別の標準液を作成し，線形化可能領域内
でキャリブレーションを行い，回帰直線（検量線）を得
る。この際，高濃度領域の標準液も利用して，理論式を
求めておくと，理論式から任意の濃度までの回帰直線が
作成できる。この方法は，正確な検量線を作成する良い
方法と考える。本研究から，当時使用していた，キャリ
ブレーションデータから得られた検量線は，理論式から
得られたものと若干ずれていて，単位濃度当たりの蛍光
強度が，Fchで2.5%，Fphで1.6%大きかったことが分かった。
この原因は，計算の該当区間に含まれるキャリブレーシ
ョンデータの数が少なく，小数標本から現れる，分析誤
差の偏りを拾って回帰直線が計算されていることにある

general equation (ge) calibration data (cd) exact regression (er) 100･(ge-cd)/cd 100･(ge-er)/er
corrrected reading Ch Ph Ch Ph Ch Ph Ch Ph Ch Ph

Fo Fa (μgL-1) (μgL-1) (μgL-1) (μgL-1) (μgL-1) (μgL-1) (%) (%) (%) (%)
0.532 0.332 3.49 2.27 3.36 2.28 3.47 2.26 3.87 -0.44 0.58 0.44
0.485 0.305 3.13 2.15 3.02 2.16 3.12 2.14 3.64 -0.46 0.32 0.47

TableT 4 Comparison of results of calculation for chlorophyll a and pheopigments obtained using the general equation, normal 
regression line using calibration data (-46.05μg L-1), and exact regression line (-55.00 μg L-1)
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と考える。
「線形独立蛍光モデル」が適用されるような低濃度領
域では，Fig.2に端的に見られるように，単位濃度当た
りの蛍光強度が定数に見える。これは，理論式から減少
関数であるはずのものが，測定誤差が大きいために，こ
の領域では定数に見えてしまうためである。FchとFphが
定数ということは，検量線が直線であることを意味し，
キャリブレーションデータを回帰直線に当てはめる，線
型モデルしか適用できない。これが従来から行っている
方法である。
今後，蛍光光度計による測定誤差が，桁違いに小さく

なるような技術革新が進んだ場合，キャリブレーション
の測定値は，低濃度領域でも，線形化された回帰直線上
に乗るのではなく，究極的には，理論式の上に乗ってく
るようになるはずである。その時に，本研究結果が広く
活用されることになるであろう。
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