
5. 中濃度のオゾン曝露がヒマワリ葉海綿状組織

における葉肉細胞の光合成機能に与える影

響の解析
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5.1 研 究 の背 景及 び 目的

オ ゾン(O3)は淡い青色をした酸素(O2)の 同素体であ り,実 験的には大気への紫外線

照射,ま たは酸素中での無声放電な どによって発生す る。また対流圏では,自 動車

や工場等か ら排出 され る二酸化窒素(NO2)が,太 陽光により酸素原子 と酸素分子に

分解 され るこ とによ り形成 され る。成層圏のオ ゾンが,宇 宙か らの紫外線を吸収 し

地球上の生命の維持に役立っている一方で,対 流圏,特 に地表付近のオゾンは, 光

化学スモ ッグの原因物質 として知 られ ている。大気汚染物質 としてのオゾンは, 高

濃度 で は粘 膜 へ の影 響 な どが知 られ て い るほか,森 林 生 態 系や農 作物 等 の植 物へ の

影響 も報 告 され てい る(Ashmore and Bell, 1991; Nouchi, 2002)。 オ ゾン濃 度 は,近 年 の

温暖 化 と ともに増 加 して お り,欧 米諸 国 で は,オ ゾ ンは森林 生態 系 にお いて 最 も危

険 な大気 汚染 物質 のひ とつ で ある と考 え られ て い る(Sandermann et al., 1997)。 このた

め,北 米 や ヨー ロ ッパ の森 林 を構 成 して い る植 物 の成 長,ガ ス 交換速 度や 酵 素 な ど

の生 理機 能,フ ェ ノ ロジー な どに対す るオ ゾ ンの影 響 に関す る研 究 が野外 条件 下や

実験 的条 件下 で盛 ん に行 われ て い る(Matyssek et al., 1995; Sandermann et al., 1997)。 オ

ゾン曝 露 が植 物 に与 える影 響 には,活 性 酸素 の増加,Rubisco活 性 の低 下,エ チ レン

の増加 の三 つ が主 要 な もの と して報告 され て い る。 この結 果,植 物 には成 長 の抑制

や 光合 成 の 阻害,葉 の脱 色 や組 織 の細 胞 の死(壊 死)な どの障害 が起 きる。 また,

障害はモザイク状に現れ ることが多 く,ス ポ ッ ト計測での解析は困難である(Leipner

et al., 2001)。 オゾンの主な侵入経路 は気孔であるといわれているが,オ ゾンは反応性

が高 く,容 易 に他 の活性酸素系 に変換 され るため,そ の作用機作は未だに解明 され

ていない部分が多い。 オゾンの侵入経路が気孔であるな らば,気 孔が密 に分布 して

いる海綿状組織を対象 として,高 さ(深さ)方向の光合成活性の解析は作用機作の解明

にあたって有効である と考 えられる。しか し,オ ゾン曝露後の海綿状組織について,

高 さ情報 と光合成電子伝達収率の関係 について解析 した例は見 られない。 そこで,

オ ゾン曝露に対す る感受性の高い ヒマワリ葉の3D蛍 光画像を算出 し,葉 面付近の海

綿状組織 における個々の細胞の蛍光強度,及 びΦPSIIを用いて,中 濃度のオゾン曝露

が ヒマ ワリ葉海綿状組織にお ける葉肉細胞 の光合成機能に与 える影響 について解析

を行った。
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5.2 材料 及 び方法

供 試材 料 には ヒマ ワ リ(Helianthus annuus L.cv.Sun Hope)葉 を用 い た(Fig.5-1)。 ヒマ

ワ リは,研 究 室 の植 物 育成 チ ャ ンバ 内で,明 期11時 間(26℃)/暗 期13時 間(20℃) ,

PPF300μmolm-2S-1の 光条 件 下で約4週 間育成 させ た。潅水 は毎 日明期 開始 時 に行 っ

た。

計 測 は次 の手 順 で行 った。 まず,ヒ マ ワ リの成 熟葉 を顕 微鏡 のステ ー ジ上 に固 定

し,オ ゾン曝露 前 の ク ロ ロフ ィル 蛍光 焦 点面 画像 の取 得 を行 っ た。 対 物 レンズ には

20倍 の レンズ(BD Plan Apo20×,株 式会社 ミツ トヨ)を用 い た。 明期 光強 度,飽 和パ

ル ス光 強度 はTable6-1に 示 した とお りであ る。 なお,画 像取 得 の前 に,蛍 光 強度 が

一 定 にな る よ うにす るため
,明 期光 を照射 しなが ら15分 間静 置 した。

各焦 点面 画像 を取 得す る際 には,明 期 光の み を照 射 させ てF画 像 を取得 し,さ ら

に,F画 像 取得 直後 に飽 和 パル ス光 を1.2秒 間照射 してFm'画 像 を取得 した。 飽和 パ

ル ス光 は,光 合成 活性 が変化 しな い よ うパル ス 照射 され る光 で あ るが,飽 和 パル ス

光 が短 い 間隔 で繰 り返 し照射 され る と,明 期 光 強度 が あた か も上昇 したか の よ うに

植 物 の 熱放 散 が増加 して しま う。 そ こで,飽 和パ ル ス光 に よる熱 放散 の増 加 を防 ぐ

た め,Fm'画 像 を取得 後 は,次 の焦 点面 のF画 像 を取得す るまで に30秒 間 のイ ンタ

ーバ ル を設 けた
。 また,焦 点 面画 像取 得 の際 は,初 め に視 野 内 の最 下部 に焦 点 を合

わせ た 後,さ らに幾 分 下 まで 対物 レンズ を下 げ た。 これ は,合 焦 画像 算 出の 際 に,

焦点 の合 う範 囲が確 実 に選択 され るよ う考慮 した た めであ る。焦 点面 は4μm間 隔 で,

計15枚 を下か ら上へ 順 に取得 した。 なお,視 野 内の最上 部 に焦点 が あった と考 え ら

れ た 際 も,上 と同様 の理 由に よ り,さ らに幾分 上 まで対 物 レン ズを上昇 させ て焦点

面画像 の取得 を行 った。 なお,対 物 レンズの上 昇 は,鏡 筒 に設 置 され た ステ ッピン

グモー タをPCで 制御 す る こ とで行 った。

次 に,ヒ マ ワ リをオ ゾ ン曝 露用 イ ンキ ュベ ー タに移 し,オ ゾ ンを曝 露せ ず にイ ン

キュベー タ環 境 に12時 間馴 化 させ た後,オ ゾン曝 露 を開始 した。Table6-1に,オ ゾ

ン曝 露条 件 を示す。曝露 用 オ ゾンはオ ゾン発 生器(OES-10A,DYLEC)を 用い て生成 し

た。測定器(MODEL1200,DYLEC)を 用 いて曝 露 中の オ ゾン濃 度 を測定 し,イ ンキュ

ベ ー タ内 のオ ゾン濃 度 が300ppbに 保 たれ るよ う制御 した。12時 間 のオ ゾン曝 露後,
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ヒマ ワ リをイ ンキ ュベ ー タか ら取 り出 して ,す ばや く顕微 鏡 の ステー ジ上 に固定 し

た。 明期 光 を照射 しなが ら15分 静 置 した後,曝 露 前の 画像 取得時 と同様 に,ク ロ ロ

フ ィル 蛍光 焦 点面 画像 を取得 した。

最 後 に,こ の よ うに して求 め た2種 類 の焦 点面 画像 シ リー ズ を用 い て,合 焦画像,

及 び3D画 像 の算 出 を行 った。 算 出の際 に は,マ ス クサイ ズは7-41ま で用 意 し,そ

れ ぞれ の ピクセル にお い て,最 適 のマ ス クサイ ズで合 焦点 が求 め られ るよ うに した。

ま た,ノ イ ズ除去 の 目的で,合 焦 画像 には マス クサイ ズ3の メデ ィア ンフィル タ ,

3D画 像 にはマ ス クサイ ズ5の メデ ィアン フィル タ,及 び平均 値 フ ィル タを用 いて画

像 補正 を行 った。

さ らに,合 焦F画 像 と合焦Fm'画 像 を用 いて,合 焦ΦPSII画像 の算 出 を行 った。
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Fig.5-1 Visual image of a sunflower(Hellanthus annuus L.cv.Sun

Hope)used for the experiment performed at a PPF of300
μmol m-2

s-1.
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Table5-1 Structural formula of ozone,and other

experimental conditions.

100



5.3 結 果

Fig.5-2に,3Dク ロ ロフィル 蛍光 顕微 画像計 測 システ ム を用 い て取得 した
,オ ゾン

曝 露 前の 明期 定常状 態(PPF300μmolm-2s-1)に お ける15枚 の ク ロロフ ィル蛍 光焦 点面

画 像 を示す。 本 実験 で は飽 和パ ル ス法 に よる計 測 を行 ったた め,Fig .5-2に 示 した明

期 定常状 態 にお け る焦点面 画像 の ほか,飽 和 パル ス光 照射 時 の焦 点面 画像 も15枚 取

得 され た。これ らにつ いて,そ れ ぞれ第5章 の アル ゴ リズ ムに よ り3D画 像 を算 出 し

た ところ,ほ ぼ 同様 の3D画 像 が出力 され た。3D画 像 の形 状 がほ ぼ同一 であ る こ と,

ま た,本 研 究 で は明期 定 常状態 にお け る蛍 光強 度 を考 察 に使用 す るこ とか ら,本 研

究 で は,明 期 定 常状態 にお ける焦点 面画像 か ら算出 され た3D画 像 を用 いて ,以 降 の

解析 を行 うこ とと した。

Fig.5-3に オ ゾ ン曝 露前 にお け る ,明 期 定常状 態 の3Dク ロ ロフ ィル 蛍光 画像 を示

す。 オ ゾン曝 露前 の ヒマ ワ リ葉 は,顕 微 鏡 視 野内 に わた っ て,不 均一 な蛍 光強 度 分

布 を示 した。顕 微鏡 視 野 内 には 凹凸 が観 察 され た が,海 綿 状組 織 の凹 凸 と蛍 光 強度

には,特 に一 定の 関係 は見 られ なか った。Fig .5-3中 の点線 部位 の ピクセル にお い て

蛍 光強 度 と高 さの 関係 をプ ロ ッ トした グラ フをFig.5-4に 示 す。横 軸 は ,Fig.5-2で

示 した焦 点面 画像(1)を 基 準 と した時 の高 さを示 し,縦 軸 は相 対 的 な クロ ロフ ィル蛍

光強 度 を示 して い る。 グ ラフが示 す よ うに,蛍 光 強度 と高 さに は特 に関係 が 見 られ

なか った。

Fig.5-5に,300ppbオ ゾ ンの12時 間曝露 後 にお ける ,明 期 定 常状態 の3Dク ロロフ

ィル蛍 光 画像 を示す。 オ ゾ ン曝 露後 の ヒマ ワ リ葉 も,オ ゾ ン曝 露前 同様 に顕微 鏡 視

野 内 にわ た って,不 均一 な蛍 光 強度 分布 を示 した。顕 微鏡 視 野 内 におい て も ,オ ゾ

ン曝 露 前 と同 様 凹凸 が観 察 され たが ,海 綿 状組 織 の 凹凸 と蛍 光強 度 に はあ る関係性

が確 認 で きた。Fig.5-5中 の 点線部位 の ピクセ ル にお いて蛍光 強度 と高 さの 関係 をプ

ロ ッ トした グ ラフをFig .5-6に 示 す。 グラ フが示 す よ うに,オ ゾン曝 露後 の ヒマ ワ リ

葉 海綿 状 組織 にお いて は,焦 点 面画 像 を基 準 と した高 さが 高 くな るにつ れ て ,ク ロ

ロフ ィル 蛍 光強度 が低 下 した。
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Fig. 5-3 Focal plane chlorophyll fluorescence images from abaxial side of a

sunflower leaf captured at steady-state under an  actinic irradiance of 300 μmol m-2

S-1. A total of 15 images were captured at μm intervals using a 20×objective
.
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Fig.5-4 3D chlorophyll fluorescence images of mesophyll cells at the spongy

tissue of a sunflower leaf before ozone exposure ,calculated by least-square

operator and Gaussian approximation.(A)is a birds-eye view .(B)is a right

overhead view.Blue line shows the profile analysis line used in Fig .5-5.
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Fig.5-5 Relationship between height from standard focal plane(Fig .5-2(1))

and fluorescence intensity before the ozone exposure .The623points plotted for

measurement were taken along the blue line shown in Fig.5-4 .
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Fig.5-6 3D chlorophyll fluorescence images of mesophyll cells at the spongy

tissue of a sunflower leaf after300ppb ozone exposure fbr12h ,calculated by

least-square operator and Gaussian approximation .(A)is a birds-eye view.(B)is a

right overhead view.Red line shows the profile analysis line used in Fig .5-7.
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Fig.5-7 Relationship between height from standard focal plane(Fig.5-2(1))

and fluorescence intensity after the 300ppb ozone exposure for 12h. The 623 points

plotted for measurement were taken along the red line shown in Fig.5-6.
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オ ゾ ン曝 露前 の3DΦPSII画 像 をFig.5-7に 示す 。ΦPSIIは,光 合成 電 子伝達 収率 を表

す 蛍 光パ ラメー タで,吸 収 され た光 エ ネル ギー の うち どの く らい の割 合 が電 子伝 達

に消 費 され たか を示 してい る。 オ ゾ ン曝 露前 にお け る明期 定常状 態 の ク ロ ロフィル

蛍光 強度 が 不均 一性 を示 した一 方で,同 じくオ ゾ ン曝露 前 のΦPSIIは0.43か ら0.52の

間 の値 を と り,顕 微 鏡視 野全 体 にわた って ほぼ均 一 に分 布 してい た。このΦPSII値は,

ヒマ ワ リな どの一 般的 なC3植 物 が,通 常 の生育 条件 下で示 す値 の範 囲内で あ った。

Fig.5-3中 の 点線 部位 の ピクセル にお いて,ΦPSIIと 高 さの関係 をプ ロ ッ トした グ ラフ

をFig.5-8に 示 す。横 軸 は,Fig.5-2で 示 した焦 点面画 像(1)を 基 準 と した時の 高 さを

示 し,縦 軸 はΦPSIIを示 してい る。 グラ フが示 す よ うに,ΦPSIIと 高 さに は特に 関係 が

見 られ な かっ た。

300ppbオ ゾ ンの12時 間曝 露後 にお け る3DΦPSII画 像 をFig .5-9に 示 す。 オ ゾ ン曝

露前 の結 果 と同様,オ ゾ ン曝 露 後 にお け る明期 定常状 態 の ク ロ ロフ ィル 蛍光 強度 が

不均 一性 を示 した一方 で,オ ゾン曝露 後のΦPSIIは0.9か ら0.52の 間 の値 を と り,顕

微 鏡 視 野全体 にわた って ほぼ均一 に分布 してい た。Fig.5-5中 の 点線 部位 の ピクセ ル

にお い て,ΦPSIIと 高 さの 関係 をプ ロ ッ トした グラ フをFig .5-10に 示す。 グラ フが示

す よ うに,ΦPSIIと 高 さに は特 に関係 が見 られ な かっ た。
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Fig.5-8  3D ΦPSII  image of mesophyll cells at the spongy tissue of a

sunflower leaf before the ozone exposure,calculated by least-square operator and

Gaussian approximation. ΦPSII  image were calculated from two kinds of

fluorescence intensity images,taken at PPFs of 300
μmol m-2s-1 actinic light and

during a saturating light pulse of 3800
μmol m-2s-1.
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Fig.5-9 Relationship between height from standard focal plane(Fig . 5-2(1))

and Φ PSII before the ozone exposure. The 623 points plotted for measurement were

taken along the blue line shown in Fig. 5-4.
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Fig.5-10 3D ΦPSII  image of mesophyll cells at the spongy tissue of a

sunflower leaf after the300ppb ozone exposure for12h ,calculated by least-square

operator and Gaussian approximation . ΦPSII  image were calculated from two

kinds of fluorescence intensity images,taken at PPFs of300
μmol m-2s-1 actinic

light and during a saturating light pulse of3800
μmol m-2s-1.
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Fig.5-11 Relationship between height from standard focal plane(Fig .5-2(1))

andΦpsII  after the300ppb ozone exposure for12h.The623points plotted for

measurement were taken along the red line shown in Fig .5-6.
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5.4 考 察

オ ゾン曝露前のクロロフィル蛍光強度分布の不均一性は,焦 点面画 像,及 び3D画

像か ら2種 類の要因によるもの と考察できる。一つ 目は,海 綿状組織が細胞間隙に

富むため,葉 肉細胞が顕微鏡視野内に観察 されない(顕微鏡の焦点限界 よりも深 くに

細胞が存在 して焦点 を結べない)こ とに起因 し,二 つ 目は葉緑体の蛍光強度そのもの

が異なって分布 していることに起因 していると考 えられる。 しか し,ΦPSII画 像が,

オゾン曝露前後 において,顕 微鏡視野内全体にわたってほぼ均一であることから
,

本実験 では,ク ロロフィル蛍光強度分布 の不均一性は,葉 緑体か らの蛍光強度の変

化に起因 してい ると考 えられた。

この蛍光強度分布 について,葉 内における高 さとの関係を,Fig.5-2に おける焦点

面画像(1)を 基準 として解析 した ところ,オ ゾン曝露前のクロロフィル蛍光強度分布

と高 さ分布には特に関係が見 られなかった。 しか し,オ ゾン曝露後では蛍光強度画

像の強度分布 と高 さには関連性が見られた。表皮 から離れた海綿状組織では蛍光強

度は曝露前でもあま り変わ らなかった ものの,表 皮に近接 した海綿状組織では蛍光

強度が曝露前 より低下 していた。蛍光強度 の低下には,光 合成電子伝達収率の上昇

や熱放散 の増大,ま たは葉緑体 の光エネル ギーの吸収量低下 とい う二つの要因が考

えられ る。今回の実験では,ΦPSIIの 値がオゾン曝露の前後で変化 しないこと,モ ザ

イ ク状 の可視傷害が現れた ことか ら,オ ゾンによる葉緑体の光エネルギーの吸収量

低下が原因であると考えられ る。 このよ うに,表 皮に近い海綿状組織 でオゾン障害

が確認 されたため,気 孔の位置 と障害の分布を比較 した。Fig.5-11に,実 験に用いた

オゾン曝露葉背軸面の反射画像,及 び 目視により確認 した気孔の位置(青線内)と,こ

の気孔の位置を合焦 クロロフィル蛍光画像に重ね合わせた画像 を示す
。 なお,ヒ マ

ワ リ葉 をオ ゾン曝露用イ ンキュベー タからとりだ して顕微鏡での観察 を した時点で
,

青線枠で示 した気孔は既にほぼ閉鎖 してお り,オ ゾン曝露中の本気孔の状態 を推察

す ることは困難 であった。Fig.5-11(B)に おいて,赤 線で囲まれた領域 は特 にクロロフ

ィル蛍光強度 の低い領域を表 している。 この ように,ヒ マワ リ葉においては,オ ゾ

ン害が必ず しも気孔周辺部に現れる とは限 らないこ とがわかった。赤線で囲まれた

領域 は,表 皮 に最 も近接 した海綿状組織である。 このよ うな領域 における蛍光強度
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の低下は,オ ゾンの侵入経路が気孔だけではなく,表 皮及びクチクラ上 にも存在 し

ていることを示唆 している(Fig.5-12)。 既往の研究では,オ ゾンは気孔を介 して侵入

す ると報告 されてお り,数 々の研究例 から気孔が主要 なオゾン侵入経路であること

は確実であると考 えられ るが,ヒ マ ワリのよ うにクチクラ構造 の貧弱な表皮 におい

ては,表 皮か らオ ゾンが侵入す る可能性 も十分 に考 えられ る。今回,装 置上の制約

もあ り,気 孔の開閉をモニタ リング しなが らオ ゾン障害の分布について経時変化 を

追 うことは困難であった。 しか し,表 皮及びクチクラを介 したオゾン侵入経路の存

在は,湿 度調節等 によって気孔を閉鎖 した上で同様 に実験 を行 うことによって明 ら

かになると考 えられ る。

従来の報告 どお り,オ ゾンが気孔のみを介 して侵入 した とす ると,表 皮に近い海

綿状組織の蛍光強度が低下 した理由としては,オ ゾンが進入後高 さ方向ではな く横

方向に拡散 した可能性が考え られ る。既往の研究よ り,オ ゾンは反応性が大変高 く,

また,オ ゾン害は光強度が高い場合ほどその害が顕著であることが知 られている。

この高い反応性 のため,オ ゾンが葉 内の奥深 くに侵入す る前に消失 して しまった と

す ると,葉 内の顕微鏡視野内において も高 さ方向のオ ゾン濃度勾配が生 じる可能性

がある。 さらに,表 皮に近い海綿状組織 と奥の海綿状組織では ,照 射光強度に違い

がある場合,さ らにこの勾配は大 きくなる可能性 も考えられ る。今回得 られた3D画

像 から,画 像内の葉緑体は表皮付近に存在 し,画 像内における高低差はおよそ20μm

であった。本仮説は,こ の範囲における光の減衰による個々の葉緑体の照射光量の

差 を解析することによって新 しい知見を得 ることができる と考 えられ る。

このよ うに,オ ゾン曝露によって表皮に近い海綿状組織 の蛍光強度 の低下が見 ら

れたにもかかわらず,海 綿状組織のΦPSII値の低下は顕微鏡視野内全体にわたって見

られ なかった。 この結果か ら,オ ゾン曝露に よって蛍光強度の低下 した表皮 に近い

海綿状組織においても,オ ゾン曝露前 とほぼ同様 の電子伝達収率が維持 されている

ことがわかった。 この ことは,オ ゾン曝露によって生 じる光合成速度 の低下が
,必

ず しも光合成電子伝達収率の低下によって もた らされているわけではないことを示

唆 している。光合成速度の低下の生理学的な原因は,葉 緑体内に存在する集光 クロ

ロフィルによる光エネルギー吸収量の低下,及 びPSIIか らPSIへ の電子伝達収率の低

下に大別できる。表皮に近い海綿状組織 では,光 エネル ギーの吸収量低下は示唆 さ
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れた ものの,光 合成電子伝達収率の低下は観察 されなかった。つま り,オ ゾンによ

る光合成速度の低下は,光 吸収量の低 下に原因がある と考えられ る。 この結果 は,

不明であったオゾンの攻撃対象に対す る新 しい知見 とい う点で重要であると考 えら

れ る。 なお,曝 露初期においては気孔周辺部にΦPSIIの低下が見 られるとの報告があ

る。 この実験 は,異 な る植物葉 と異な る実験条件を用いているため,厳 密な比較は

で きないが,オ ゾン曝露 による被害がいくつかのステー ジを持つ可能性 を示唆 して

いる。 これについては,経 時変化 を追った実験が有効であると考えられ る。
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Fig.5-12 Reflected light image(A)and fluorescence intensity image(B)of of

mesophyll cells at the spongy tissue of a sunflower leaf after300ppb ozone

exposure for12h.A blue area in(A)represents the location of stoma confirmed

from reflected light image,and a blue area in(B)shows the same location as the

blue area(A).The area framed by the red dotted line shows the area at which

fluorescence intensity decreased strongly.
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Fig.5-13 Schematic drawing of penetration pathway(dashed arrows)of ozone

which explains our results when ozone can penetrate to internal of a sunflower leaf

through epidermis and cuticle.Red line shows the captured area can look by

using the 3D chlorophyll fluorescence imaging system(Fig.5-3,6-4,6-5), which

captures only fluorescence emitted from chloroplasts of mesophyll cells at the

spongy tissue.
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Fig.5-14 Schematic drawing of penetration pathway(dashed arrows)of ozone

which explains our results when ozone can only penetrate to internal of a sunflower

leaf through stomata.Red arrow implies a gradient of ozone concentration in a

sunflower leaf.Red line shows the captured area can look by using the3D

chlorophyll fluorescence imaging system(Fig.5-3,6-4,6-5),which captures only

fluorescence emitted from chloroplasts of mesophyll cells at the spongy tissue.
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5.5 本章のま とめ

前章で開発 した3Dク ロロフィル蛍光顕微画像計測システムを用いて,中 濃度オゾ

ン曝露がヒマ ワリ葉海綿状組織の光合成気能 に与える影響の解析 を行った。この結果,

オゾン曝露前後でクロロフィル蛍光強度 は変化 したものの,ΦPSIIは ほとん ど変化 し

なかった。この結果は,オ ゾンの攻撃部位が光合成電子伝達系にはないことを示唆 し

ていた。また,ク ロロフィル蛍光強度の低下 と表皮か らの距離 には関係性が見 られた

一方で
,気 孔位置 とクロロフィル蛍光強度分布には関係性が見 られなかった。この結

果は,オ ゾンが,気 孔だけではな くクチクラ及び表皮 を介 した侵入経路 も有 している

ことを示唆 していた。
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6. 総 括
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6.1 本研 究 の要約

本研究では,微 小領域の立体構造を把握 しなが ら光合成機能の不均一性 を可視化

できるクロロフ ィル蛍光顕微画像計測 システムを開発 し,ス トレス下にある微小藻

類,及 び高等植物の光合成機能障害について,蛍 光パ ラメータを用いて解析 を行 う

ことを 目的 とした。

まず,微 小領域におけるΦPSII(光合成電子伝達収率 と高い相関を持つ蛍光パラメー

タ)が算出可能な,ク ロロフィル蛍光顕微画像計測システムを製作 した。そ して,本

システムを用いて,代 表的な土壌処理系除草剤 の主成分DCMUが,生 育ステージの

異なる微小藻類spirogyra distenta Lの 光合成機能 に与 える影響について,飽 和パルス

法によるクロロフィル蛍光顕微画像計測を行った。飽和パルス法では,明 期 中に光

合成電子伝達を一時的 に飽和 させ る強度のパル ス光を照射 し,明 期定常状態の蛍光

収率画像 と飽和パル ス光照射時の蛍光収率画像 を取得す る。 この二つの蛍光収率か

ら,光 合成電子伝達収率 と高い関連 を示すΦPSIIを算出することができる。DCMUの

滴下によって，Spirogyra distentaのΦPSIIは低下 した。また,ΦPSIIの 低下は,生 育ステ

ー ジの若いSpirogyra distenta程顕著であった
。これ らの結果か ら,同 一濃度のDCMU

であって も,生 育ステージが若いSpirogyra distenta程深刻な光合成障害が現れ る可能

性があることがわかった。Spirogyra distentaは,春 ・秋に大きな増殖期 を持つな ど,季

節的な周期を持つ生活環を有 している。本結果からSpirogyra distentaに対す る農薬

害は,季 節によ り異なる可能性があることが示唆 された。

次に,組 織の構造 が発達 した高等植物 の解析を行 うため,3D画 像計測手法をクロ

ロフィル蛍光顕微画像計測 システムに導入 した。は じめに,同 一間隔で複数の焦点

面画像 を取得 した。 次に,ピ クセル毎の焦点測度を算出 して,合 焦距離を求めた。

この際,各 ピクセル における最適なマスクサイズが 自動的 に選択 されるよ う,従 来

の焦点測度 フィルタを改良 した。焦点測度は合焦地点において最大値を取る。また,

高 さが変化 した ときの焦点測度 グラフは正規 曲線 をとることが報告 されている。そ

こで,焦 点測度の最大値をとる焦点面と,そ の前後の焦点面の3つ か ら正規分布 を

近似 し,そ の頂点に相 当する値をもって合焦地点 とした。 この処理によって取得す

る焦点面画像の枚数を大幅 に削減 し,計 測 中にサンプルが移動 して しま う従来の問
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題点 を解決することができた。 このよ うに して,ム ラサキツユ クサ葉の海綿状組織

における葉 肉細胞を対象に,合 焦地点のz座 標か ら3D画 像を,ま たピクセル値か ら

合焦蛍光画像 を求めた。さらに,こ れ らを統合 して3Dク ロロフィル蛍光顕微画像 を

算出 した。

さらに,本 システムに飽和パル ス法を適用 し,中 濃度オゾンを曝露 して可視害が

確認 された ヒマ ワリ葉海綿状組織の葉肉細胞に対 して,3Dク ロロフィル蛍光顕微画

像計測を行 った。そ して,取 得 した焦点面クロロフィル蛍光画像か ら,合 焦蛍光画

像 と3D画 像を算出 した。 さらに,明 期定常状態の合焦蛍光画像 と飽和パルス光照射

時の合焦蛍光画像か ら合焦ΦPSII画像を算出 した。 これ らを用いて,蛍 光強度 ,及 び

ΦPSIIと高 さの関係 について,ピ クセル毎に解析 した。オゾン曝露前のヒマ ワリ葉は,

顕微鏡視野内にわたって,ほ ぼ均一な蛍光強度分布を示 した。一方,オ ゾン曝露後

の ヒマ ワ リ葉では不均一な蛍光強度の分布 が見 られた。また,表 皮に近い領域 ほど

蛍光強度は顕著に低下 した。可視画像 との比較 によ り,蛍 光強度分布 と気孔の位置

には関係 がみ られなかった。 これ より,従 来気孔のみ とされてきたオゾンの侵入経

路が,ヒ マ ワ リ葉においては,ク チクラで覆われた表皮 にも存在する可能性が示唆

された。次に,ΦPSIIの 分布,及 び高 さとの関係 を調べた。 オゾン曝露後の蛍光画像

が不均一な強度分布 を示 した一方で,ΦPSIIは オゾン前後で顕著な変化は見 られず ,

顕微鏡視野全体にわたってほぼ均一な値で分布 していた。 この結果か ら,オ ゾン曝

露によって蛍光強度の低下 した,表 皮 に近い海綿状組織においても,オ ゾン曝露前

とほぼ同様の電子伝達収率が維持 されていることがわかった。 この ことは,オ ゾン

曝露 によって生 じる光合成障害が,必 ず しも光合成電子伝達収率の低下によって も

た らされているわけではないことを示唆 していた。

本研 究 を ま とめ る と,(1)ク ロロフ ィル 蛍光 顕微 画像 計測 システ ム を製作 し,生 育

ステー ジの異 な る微小 藻類 に対 して ,DCMUに よる光 合成機 能 障害 の解 析 を行 った,

(2)高 倍 率 で の3D-ク ロ ロフ ィル蛍 光顕微 画像 計測 シス テム を開発 し,ム ラサ キ ツユ ク

サ葉 の海 綿 状組 織 にお ける葉 肉細胞 を対象 として3D-ク ロロ フィル蛍 光顕微 画 像 の

検 証 を行 った,(3)オ ゾン曝 露 後 の ヒマ ワ リ葉 の海 綿 状組織 に対 して,飽 和 パル ス法

に よ る3D-ク ロ ロフ ィル蛍 光 顕微 画像 計 測 を行 った。 そ して,蛍 光 強度 ,及 びΦPSII
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と高 さの関係 を微小領域毎に解析 し,表 皮近傍の葉肉細胞ほ どオゾンによる障害が

顕著であるとい う現象 を新たに見出した。
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6.2 今 後 の課 題

本研究では,ス トレス前後の比較のみを行 ったが,ス トレスによる植物の光合成反

応は経時的な変化をた どる可能性 がある。顕微鏡システムでは,長 時間の観察での対

象の移動が不可避であるため,サ ンプルの観察領域の確保 が,本 システムを用いて経

時変化の計測 を行 う際の課題であるといえる。現在,予 備実験により,平 面方向の移

動に対 しては,取 得画像の平行移動,及 びアフィン変換による位置合わせである程度

の対応が可能であるが,Z軸 方向の回転を含む移動に対 しては理論上対応が不可能で

ある。 これに関 しては,供 試作物 を工夫す ることにより改善が可能である。例えば,

シダ植物の一種アジアンタムでは,葉 内における葉肉細胞 が一層 しかなく,そ の層が

大変薄いため葉緑体の回転運動がほとん ど観察 されない。水生の高等植物の一種オオ

カナダモ も類似の構造 をしている。これ らは,葉 緑体移動の研究材料 として頻繁に用

い られているものの,葉 緑体移動 とクロロフィル蛍光について,同 時画像解析 を行っ

た報告はない。

微小藻類のよ うな水生植物の経時変化観察にあたっては,プ レパラー ト内の水分蒸

発 も大きな問題 である。これに関 しては,倒 立顕微鏡を用いることによって解決す る

ことができる。倒立顕微鏡は試料の底面か ら画像 を取得す るため,底 面がカバーグラ

スの倒立顕微鏡 シャー レに十分な培養液を満たす ことで,水 分の蒸発を回避できる。

本研究における微小藻類の生育ステージの比較では,分 裂中の藻類 に対する解析が行

えなかった。倒 立顕微鏡をシステムに組み込む ことによって,分 裂前後の藻類 におけ

るクロロフィル蛍光をモニタ リングすることができると考えられ る。分裂前後は細胞

壁,及 び細胞膜の構造が一時的に脆弱 になることが知 られてお り,除 草剤への影響 も

成熟期 の藻類 とは異なる様相 を見せ ると考えられる。

飽和パル ス法による3D画 像構築では,正 規分布を近似することによって大幅な時

間の短縮が可能 になった。 しか し,飽 和パルス光照射後のインターバルはRolfe and

Scholesの 報告 と同時間のままであった。飽和パルス光は植物の電子伝達反応を一時

的に飽和 させるための光であるが,照 射するパルスの長 さが短 くなれば,植 物の電子

伝達が正常に戻 る時間(インターバル)も短 くなると期待 され る。これはカメラの感度

123



に依存す るが,飽 和パルス光の照射時間の調節によって3D画 像取得時間の更なる短

縮が可能であると考えられ る。

オゾン曝露実験 においては,中 濃度オゾンを12時 間曝露 した実験を行い,高 さ方

向に依存 して葉 肉細胞の蛍光強度が異なる現象を見出す ことができた。この現象に関

して二つの仮説 を提唱 したが,こ の検証実験 を行 う必要があると考えられる。本シス

テムを用いた実験 としては,気 孔コンダクタンスが最大になるよう湿度を制御 したイ

ンキュベータ内でオ ゾンを曝露 した試験区Aと ,逆 に気孔コンダクタンスが最小に

な るよ う湿度 を制御 してオゾンを曝露 した試験区Bと を比較する実験が考え られ る。

試験区Aと 試験区Bの 比較か ら気孔依存性のオ ゾンの侵入が,ま た試験 区Aの 結果

か ら非気孔依存性のオ ゾンの侵入が解析できると期待 され る。さらに,気 孔 コンダク

タンスを最小に してでき うる限 り気孔を閉鎖 した上で,同一個体の成熟葉 と若い葉に

ついて蛍光画像計測 を行 う。仮 にクチクラを介 したオゾンの侵入経路が存在すれば,

クチクラ構造 の発達が未熟な若い葉の方が よりオゾン曝露に敏感 であると考えられ

る。 しか し,葉 齢の異なる葉では光合成反応 も異なる可能性があるため,予 備実験に

よ り比較可能な葉 を慎重に見定める必要がある。
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頂戴 した。さらに,千 葉大学園芸学部の後藤英司助教授 には本論文作成にあた り,有

形無形の親身な ご助言 をいただいた。 この場を借 りて厚 く御礼 申し上げる。

また,愛 媛大学農学部の高山弘太郎助手 とは5年 間室 を同 じくし,同 世代の先輩 と

して非常に多くの指針を示 していただいた。高山助手な しには決 して本研 究をまとめ

ることはできなかった。生物環境情報工学研究室の諸子には数々のご協力を頂いた。

博士課程1年 の小西充洋君は,ク ロロフィル蛍光画像計測に関する様 々な議論 を重ね,

考察を深めることができた。深 く感謝の意を表す。

多 くの方々に,ご 支援 ご教示を頂 き,す べての方々のお名前を挙げてお礼を申 し上

げ られないのは残念であるが,こ の場 を借 りて深甚の謝意 を表す。
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