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Abbreviations

2-ME 2-mercaptoethanol

A20 Light-saturated rate of photosynthesis at a pCi of 20 Pa

A>60 Light-saturated rate of photosynthesis at a pCi above 60 Pa

Ac RuBP carboxylation-limited rate of photosynthesis

ADP Adenosne-5'-diphosphate

Aj Electron transport-limited rate of photosynthesis

ANCOVA Analysis of covariance

Ap Pi regeneration-limited rate of photosynthesis

ATP Adenosne-5'-triphosphate

CBB Coomassie brilliant blue

Chl Chlorophyll

cry Cryptochrome

cv Cultivar

Cyt Cytochrome

DTT Dithiothreitol

DW Dry weight

EC Enzyme Commission number

EDTA Ethylenediamne-N, N, N', N'-tetraacetic acid

F6P Fructose-6-phosphate

FBP Fructose-1, 6-bisphosphate

Fru Fructose

φ Initial slope of the PPFD-response curve of electron transport rate

g Gravitational acceleration



G1P Glucose-1-phosphate

G6P Glucose-6-phosphate

Glc Glucose

Γ* CO2 compensation pont in the absence of mitochondrial respiration

HEPES 2-[4-(2-hydroxyethyl)-1-piperaznyl] ethanesulfonic acid

I Incident PPFD

J Electron trans Port rate

Jmax Maximum electron transport rate

Kc Michaelis-Menten constant of Rubisco for CO2

Ko Michaelis-Menten constant of Rubisco for O2

LA Leaf area

LAR Leaf area ratio

LDS Lithium dodecylsulfate

LED Light-emitting diode

LHCI Light-harvestng Chl a/b-binding protein of PSI

LHCII Light-harvesting Chl a/b-binding protein of PSII

LSU Large subunit of Rubisco

LWR Leaf weight ratio

MES 2-(N-morpholino) ethanesulfonic acid

NADP+ Nicotinamide-adenine dinucleotide phosphate, oxidized form

NADPH Nicotinamide-adenine dinucleotide phosphate, reduced form

NAR Net assimilation rate

NR Nitrate reductase

P Probability

PAGE Polyacrylamide gel electrophoresis



pCa Ambient CO2 partial pressure

pCi Intercellular CO2 partial pressure

PFD Photon flux density

PFR The form of phytochrome absorbing maximally far-red light

PGA 3-phosphoglyceric acid

phot Phototropin

phy Phytochrome

Pi Orthophosphate

PPFD Photosynthetic photon flux density

Ppi Pyrophosphate

PSI Photosystem I

PSII Photosystem II

PTOTAL Total phytochrome

PVDF Polyvinylidene difluoride

r2 Coefficient of determination

Rd Mitochondrial respiration in the light

RGR Relative growth rate

Rubisco Ribulose-1, 5-bisphosphate carboxylase/oxygenase

RuBP Ribulose-1, 5-bisphosphate

SDS Sodium dodecylsulfate

SLA Specific leaf area

SSU Small subunit of Rubisco

Suc Sucrose

TNC Total non-structural carbohydrate

Tp Rate of triose phosphate export



Tris Tris (hydroxymethyl) aminomethane

θ Convexity of the PPFD-response curve of electron transport rate

U Enzyme unit

VPD Vapor pressure deficit

Vcmax Maximal Rubisco carboxylation rate

v/v Volume per volume

w/v Weight per volume
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緒言
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1. 本研 究 の背 景 と 目的

青 色 光 は, 高 等 植 物 の 形 態 形 成 や 器 官 の 運 動 の み な らず, 光 合 成 や 乾 物 生

産 に も顕 著 な 影 響 を及 ぼ す 光 の 波 長 成 分 で あ る. 青 色 光 が 形 態 形 成 や 器 官 の 運

動 に 及 ぼ す 影 響 に 関 す る 研 究 の 端 緒 を 開 い た の は, 1817年 のPoggioliに よ る,

芽 生 え の 光 屈 性 が 青 色 光 に 高 い 感 度 を有 す る こ との 発 見 で あ る. そ の 後, 光 屈

性 以 外 に も, 胚 軸 ・子 葉 の 伸 長 成 長, 花 芽 形 成, 概 日 リズ ム 制 御, 葉 緑 体 定 位

運 動, 気 孔 開 口, 光 周 性 な ど多 く の 応 答 が, 青 色 光 に よ っ て 制 御 され て い る こ

と が 明 ら か と な っ た. 現 在 で は, そ れ ら の 形 態 形 成 や 器 官 の 運 動 に 関 わ る

cryptochrome (cry), phototropin (phot), FKF1な ど の 青 色 光 受 容 体 分 子

(Briggs and Huala 1999, Christie and Briggs 2001, Lin 2000, Imaizumi et al. 2003)

や, シ グ ナ ル 伝 達 機 構 (Lin 2000, Liscum et al. 2003), さ ら に は そ れ らの 応 答

の 生 理 的 意 義 (例 え ば, Zeiger et al. 1981, Kasahara et al. 2002, Takemiya et al.

2005) に 至 る ま で, 多 くの 知 見 が 蓄 積 して い る.

波 長 組 成 が 光 合 成 や 乾 物 生 産 に 及 ぼ す 影 響 に 関 す る研 究 は, McCree (1972)

やInada (1976) に よ る 光 合 成 の 作 用 ス ペ ク トル の 決 定 に よ っ て 大 き く進 展 し

た. 1980年 代 に は 人 工 光 を 栽 培 光 源 と して 利 用 す る植 物 生 産 施 設 が 検 討 さ れ

は じ め, さ ま ざ ま な 光 源 を 用 い た植 物 の 栽 培 試 験 が 行 わ れ た (例 え ば, Tibbitts

et al. 1983). そ して, 波 長 組 成 が 植 物 の 成 育 に 及 ぼ す 影 響 も 議 論 され る よ う

に な っ た. そ の よ うな 中 で, 波 長 組 成 の 中 で も特 に 青 色 光 強 度 が 乾 物 生 産 に 顕

著 な 正 の 影 響 を 及 ぼ す こ とが 報 告 され た. 例 え ば Britz and Sager (1990) は,

青 色 光 成 分 を 著 し く欠 く低 圧 ナ ト リ ウ ム ラ ン プ を栽 培 光 源 と して ダ イ ズ を 育 成

す る と, 白 色 蛍 光 灯 に 比 較 して, 光 合 成 有 効 光 量 子 束 密 度 (PPFD) は 同 じで

も乾 物 生 産 が 抑 制 され る こ と を 報 告 した. ま た 栽 培 光 のPPFDに 占 め る 青 色

光 光 量 子 束 密 度 (PFD) の 比 率 (青 色 光 比 率) が 低 い ほ ど個 体 乾 物 重 が 減 少 す
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る こ と が, ホ ウ レ ン ソ ウ (Hanyu and Shoji 2000b) や レタ ス (Dougher and

Bugbee 2001) で観 察 され た. さ らに, 赤 色 発 光 ダイ オー ド (LED) に青 色 光 を

総PPFDの1-10%の 比 率 で 付 加 して長 期 間 照 射 す る と, 赤 色 光 単 独 で照 射

す るの に比 較 して, 乾物 重 が著 しく増加 す る こ とも数 種 の植 物種 を用 いた研 究

か ら明 らか に され た (Brown et al. 1995, Goins et al. 1997, Yorio et al. 2001). し

か し, 異 な る青 色 光 強度 下 で成 育 した植 物 の乾物 生 産 の 差 を もた らす 要 因 につ

い て は現 在 も明 らか に され てい な い. 人 工 光利 用 型 の植 物 生 産施 設 にお い て は,

適切 な光 源 や 照 明方 法 を用 い る こ とで, 限 定 され たエ ネル ギ下 にお い て効 率的

な植 物 生産 を行 うこ とが 可能 で あ る. 長期 的 な青色 光 照射 が 乾物 生産 に関 わ る

因子 に及 ぼす影 響 を明確 にす る こ とは, そ の よ うな光源 や 照 明法 の選 択 ・開発

につ なが る もの と考 え る.

他 方, 自然 光 にお い て は, 青 色 光 強 度 は季 節 や 時 刻 に よ って 異 な る (Smith

1982). また, 植 物 葉 は青 色 光 を よ く吸収 す るた め, 植 物 群 落 の上 部 と下部 の

光環 境 の 間 に は著 しい青 色 光 強 度 の 差 が認 め られ る (Smith 1982). したが つ

て, 植 物 は照射 光 中の青 色 光 強度 を感 知す る こ とで, 時空 間 的 に変動 す る周 囲

の 光環 境 を認 識 し, それ に順応 してい る可能性 が あ る. 自然環 境 下 にお ける青

色 光 の作 用 に 関 して, 青 色 光 が強 光 ・弱光 に対す る光順 化応 答 を誘 導 す るシ グ

ナ ル と して働 く とい う仮 説 が提 唱 され て い る (Senger and Bauer 1987, Anderson

et al. 1995). ここで 光順 化 応 答 とは, 成 育 環 境 の 光 強度 下 にお い て光 エ ネ ル

ギ を効 率 よ く光 合成 や成 長 に利用 す るた めに植 物 が 示す 応答 の こ とを指 す. し

か し, 植 物 が 光 強度 を認 識 す るた めの シ グナル と して, 照射 光 中の青 色 光成 分

の有 無 を感 知 して い るの か, あ るい は青 色 光 強度 を感 知 して い るのか につ いて

調 べ た研 究 は見 あた らな い. 青色 光 強度 と光順 化 応答 の程度 との 関係 に関す る

知 見 は, 光 順 化 にお け る青 色 光 の作 用 に関 す る最 も基 礎 的 な 知 見 の1つ で あ

り, そ の 知 見 は複 雑 な光 順 化 の メ カニ ズ ムの解 明 に貢 献 す るもの で あ る と考 え
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る.

そ こで 本 論 文 で は, 光 合 成 お よび 乾物 生 産 に対 す る青 色 光 の作 用 に 関す る

2つ の研 究 を行 っ た. 1つ は, 赤 色 光 へ の低 光 強度 の 青色 光 の付 加 が植 物 の 乾

物 生 産 を促 進 す る とい う現 象 に焦 点 を当 て, そ の乾 物 生産促 進 を もた らす 要 因

を 明 らか にす る た めの研 究 で あ る. も う1つ は, 「青色 光 が 光合成 の強 光 ・弱

光順 化 の機 構 に関 与 してい る」 とい う仮 説 に 関 して, 青 色 光 強度 と光 順 化応 答

の程 度 との 関係 につ い て検 討 し, 青 色 光 に対す る植 物 の応 答 の生 理的 意 義 の一

端 を明 らか にす る こ とを試 み た研 究 で あ る.
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2. 本 論 文 の構 成

本 論 文 は4章 か らな り, 第1章 は緒 言, 第4章 は結 語 で あ る. 第2章

で は, 赤 色 光 へ の青 色光 の 付加 に よ る乾物 生産 促 進 の 要因 を調 べ た. 赤 色 光お

よび赤 青 混 合 光照 射 下 で成 育 した イ ネ を用 い て, 個 葉 の光 合成 特 性 レベ ル (第

2節) お よび 個 体 成 長 レベ ル (第3節) の2つ の レベル で解 析 を行 っ た. 第

3章 で は, 「青 色 光 は光 合 成 の 強 光 ・弱光 順 化 に関 与す る」 とい う仮説 の検 証

と して,ホ ウ レン ソ ウの 光順 化応 答 にお け る青色 光 強度 の作用 につ い て調 べ た.

総PPFDは 同 じで青 色 光 強 度 の異 な る照射 光 下 で ホ ウ レン ソ ウを育成 し, 個

葉 レベ ル の光 順 化応 答 (第2節) と個 体 レベ ル の光 順 化応 答 (第3節) につ

い て解 析 した. 最 終 章 で あ る第4章 で は, 本 論 文 を総括 し, 今 後 の 展望 につ

い て述 べ た. な お, 既 往 の研 究 につ い て は, 第1章 で は簡 潔 に触 れ るに と ど

め, 詳 細 は それ ぞ れ の章 の 序論 にお いて 記述 す る こ と と した.

―5―



第 2 章

赤色光への青色光の付加がイネの乾物生産に及ぼす影響
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1. 序 論

LEDは, 蛍 光 灯 に比 較 して, 寿命 が長 く, 衝 撃 に強 く, 軽 量 か っ省 スペ ー

ス で あ る な ど, 人 工 光 利 用 型 の 植 物 生 産 施 設 の 光 源 に適 した 特 長 を 有 す る

(Bula et al. 1991). 特 に赤 色LEDに は, 他 の 波長 のLEDと 比 較 して安価 で

あ る こ とのみ な らず, 光合 成 に有効 な波 長域 にお け る発 光効 率 が 白色蛍 光 灯 よ

りも高 い こ と, さ らに射 出波 長 帯 が 光合 成 色 素 で あ るchlorophyll (Chl) の 吸

収 ピー クに 近 い こ とな どの利 点 が あ る. これ らの こ とか ら, 植 物 工場 や 宇宙 ス

テ ー シ ョンな どの人 工 光利 用 型植 物 生 産施 設 にお け る赤色LEDの 利 用 を想 定

した栽 培試 験 が行 われ て きた. そ して, 赤 色LEDの み を光源 と して植 物 を栽

培 す る こ とが 可 能 で あ る こ とが, レタス (Bula et al. 1991), トウガ ラシ, キ ュ

ウ リ (Schuerger and Brown 1994) にお い て実 証 され た. しか し, 赤色LEDの

み を用 い て 栽培 した植 物 の個 体 あ るい は地上 部 乾物 重 が , 白色蛍 光灯 や メタル

ハ ライ ドラ ンプ な どの 白色 光源 を用 いて栽 培 した植 物 の それ よ り著 し く小 さ く,

お よそ2-6割 とな る こ と も明 らか とな っ た (Brown et al. 1995, Goins et al. 1997,

Yorio et al. 2001). Brown et al. (1995) は, 植 物 の発 達や 形 態 形成 には赤 色 光

だ けで な く青 色 光や 遠 赤 色 光 が顕 著 な影 響 を及 ぼ す こ とを考 慮 して , 多数 の 赤

色LEDに 若 干 の 青 色光 蛍 光 灯 ま た は遠 赤色LEDを 組 み合 わせ て 照射 す る試

験 を行 っ た. そ の結 果, 赤色LEDに 青 色蛍 光 灯 を付 加 した下 で成 育 した トウ

ガ ラシの 個 体 乾物 重 は, メ タルハ ライ ドラ ンプ照 射 下 で の乾物 重 には及 ば な い

ものの, 赤 色LEDの み の照 射 光 下で成 育 した トウガ ラシ の乾物 重 よ り著 しく

大 き く, 約1.5倍 とな っ た. 照 射 光 の 青色 光 比率 は1%程 度 で あ っ た こ とか

ら, 低 強度 で あっ て も照 射光 中 に青色 光 が含 まれ て い る こ とが 乾物 生 産 を促進

す る こ とが 明 らか とな った. さ らに, コム ギ (Goins et al. 1997), ホ ウ レン ソ

ウ, ダイ コ ン, レタ ス (Yorio et al. 2001) にお い て も, 赤 色LED照 射 光 に青
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色 光 を1-10%の 比 率 で 付加 して栽 培 した 個 体 の 乾物 重 が, 赤色LED単 独 照

射 下 で栽 培 した 個体 の乾 物 重 の1.4-2.7倍 とな る こ とが観 察 され た. これ らの

報 告 は, 赤 色LEDに 若 干 の青 色 光 を付 加 す る こ とが, 植 物 の乾 物 生産 を高 め

る上 で 有効 で あ る こ とを示 す と ともに, 青色 光 が 多 くの植 物 種 にお い て 乾物 生

産 に関 わ る因 子 に何 らか の重 要 な 作用 を示す こ とを示 唆 して い る.

青 色 光 に は他 の 波 長 よ りも気 孔 を よ り開 口 させ る作 用 が あ る (Sharkey and

Raschke 1981, Karlsson 1986). Goins et al.(1997) は, 赤 色光 に青 色 光 を付加

した条 件 下 にお いて, コム ギ個葉 の光合 成 速 度 と気 孔 コンダ ク タ ンスの増 加 を

観 察 してお り, これ らの増 加 が個 体 の 乾物 生 産 の促 進 に 関わ っ てい る と推察 し

て い る. 他 方, Yorio et al.(2001) は, レタ スにお い て は, 赤色 光 に青 色 光 を付

加 した条 件 下 で乾 物 重 お よび 気孔 コンダ クタ ンス は増加 す る もの の, 光 合成 速

度 は増 加 しな い こ とを報告 して い る. この よ うに, 赤 色光 へ の青 色 光 の付加 に

よる乾 物 生産 促 進 は, 必 ず しも気 孔 コンダ ク タ ンス の増 加 に よっ て もた らされ

た 光合 成 速度 の増加 で説 明 で き る もの では な い. ま た, 植 物 を育成 す る際 の青

色 光 強度 は, 光 合成 に関 わ る酵 素や タ ンパ ク質 の 量 (Leong and Anderson 1984a,

Lopez-Juez and Hughes 1995), お よび個 体 の葉 面 の展 開 (Britz and Sager 1990)

な どに も影 響 を及 ぼす と報 告 され て い る. しか し, これ らの生 化 学的 特性 や 形

態 的 特性 の変 化 が, 個 体 の 乾物 生 産促 進 に どの よ うに 関わ るのか につ い て は明

らか に され て い ない.

そ こで本 章 で は, 赤 色 光 に低 強 度 の青 色 光 を付 加 して 長 期 間 照射 す る こ と

に よ る乾物 生 産 の促 進 に 関 わ る要 因 を明 らか にす る こ とを 目的 と した. イ ネ を,

赤 色 光 ま た は 赤 青 混 合 光 (赤 色 光 と青 色 光 のPFD比 は4:1) 照 射 下 で 約

1ヶ 月 間成 育 させ た. そ して, まず 最 上位 完 全展 開葉 の光 合成 特 性 を, ガ ス交

換 測 定 と生 化 学 分 析 に よ っ て調 べ た (第2節). 次 に, 成 長 解 析 お よび 葉 身

へ のN分 配 に関 す る調 査 を行 っ た (第3節) . なお実 験材 料 と してイ ネ を選
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択 した 理 由 は, 種 々 の 環 境 変 化 (光 強 度, 温 度, CO2濃 度 な ど) に 対 して,個

葉 光 合 成 レベ ル や 個 体 成 長 レベ ル で どの よ うに応 答 して 成 育 す る か に つ い て,

多 く の 知 見 が 蓄 積 され て い る (for a review, see Makino 2003) た め で あ る.
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2. 赤 色 光 お よ び 赤 青 混 合 光 照 射 下 で 成 育 した イ ネ 葉 の 光 合 成 特 性

2.1 は じめ に

植 物 の 乾 物 の 大 部 分 は 光 合 成 産 物 に 由 来 す る. 本 節 で は ま ず, 赤 色 光 へ の

青 色 光 の 付 加 に よ る 乾 物 生 産 促 進 に 深 く 関 わ っ て い る と予 想 され る葉 の 光 合 成

に 着 目 した.

これ ま で に, 長 期 的 な 青 色 光 照 射 が 光 合 成 の 生 化 学 的 特 性 に 影 響 を 及 ぼ す

こ と を 報 告 した 研 究 が い くつ か あ る. 青 色 蛍 光 灯 照 射 下 で 成 育 した 植 物 葉 で は,

赤 色 蛍 光 灯 照 射 下 で 成 育 した 葉 と比 較 して, Chl a/b比 が 高 く (for a review,

see Senger and Bauer 1987), 光 化 学 系IIの 集 光 ア ン テ ナ タ ン パ ク質 で あ る

light-harvesting Chl a/b-binding protein of photosystem II (LHCII) のChl量 あ た

りの 量 (Leong and Anderson 1984a) ま た は 全 タ ン パ ク質 量 あ た りの 量 (Eskins

et al. 1991) が 多 く, Chl量 あ た りの 電 子 伝 達 活 性 が 高 く (Leong and Anderson

1984a), 葉 面 積 あ た り のribulose-1, 5-bisphosphate carboxylase/oxygenase

(Rubisco, EC 4.1.1.39) 活 性 が 高 い (Eskins et al. 1991). しか し, こ の よ うな 長

期 間 の 青 色 光 照 射 に よ る 光 合 成 の 生 化 学 的 特 性 の 変 化 が, 赤 色 光 に 青 色 光 を付

加 して 長 期 間 照 射 した 場 合 の 光 合 成 ガ ス 交 換 特 性 の 変 化 を説 明 で き る も の で あ

る か は 不 明 で あ る.

そ こ で 本 節 で は, 赤 色 光 へ の 青 色 光 の 付 加 が 単 葉 の 光 合 成 特 性 に 及 ぼ す 影

響 に つ い て 調 べ た. ま ず, 白 色 光 下, 適 温 (27℃), 通 常 大 気CO2分 圧

(pCa) 下 (36 Pa) に お い て, 成 育 環 境 と ほ ぼ 同 じPPFD下 お よ び 飽 和 光 下 で

の 光 合 成 速 度 を 測 定 し た. 次 に, C3光 合 成 モ デ ル (Farquhar et al. 1980,

Farquhar and von Caemmerer 1982, Sharkey 1985a) に 基 づ い た 光 合 成 速 度 の 測 定

に よ り, 光 合 成 を 規 定 す る 能 力 の う ちCO2固 定 能 力 とRuBP再 生 産 能 力 を
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生体 内 レベ ル で評価 した. また, 光 合成 を規 定す る能力 に関 わ る生化 学 的 因子

と して, Rubisco量, Cyt f量, Chl量, LHCII量 を定量 し, 赤 色 光 単独 照 射

イネ と赤 青 混合 光 照 射 イネ の 間 の光 合成 速 度 の 差が, 生化 学 的因 子 量 の差 で説

明 で き る もので あ るか につ い て調 べ た. C3光 合 成 モ デル につ い て は本 章2.2

で詳 細 に説 明 す る.

さ らに, 光合 成 速 度 と, 光 合 成 に関連 す る生化 学 的 因 子 量 が, 葉 身N量 と

どの よ うな 関係 に あ るか に も着 目 した. C3植 物 葉 の光 合成 速 度 は葉 面 積 あ た

りのN量 に大 き く依存 す る (for a review, see Evans 1989). これ は, 葉 身 に

含 ま れ るNの 約80%が 光 合成 を行 う場 で あ る葉 緑 体 に 局在 し (Makino and

Osmond 1991b), そ の多 くが 光合 成 関連 タ ンパ ク質 と して機 能 して い る こ とを

反 映 して い る (Evans and Seemann 1989). さ らに, い くつ か の研 究 に よれ ば,

植 物 は環 境 変 化 に対 して, 葉 身N量 を変化 させ るのみ な らず, 光 合成 関連 因

子 間 のN分 配 を も変 化 させ て応 答す る と報 告 され てい る (Seemann et al. 1987,

Terashima and Evans 1988, Hikosaka and Terashima 1996). これ らの こ とをふ ま

え, 赤 色光 に青色 光 を付 加 して 長期 間照 射す る こ とに よ り生 じた光合 成 速 度 の

差 が, 葉 身N量 の差 に よ る のか, あ るい は光 合 成 関 連 因 子 間 のN分 配 の差

に よ るのか を評 価 した. そ して 最後 に, 得 られ た結 果 に基 づ い て, 実 際 の成 育

環 境 の 光質 下 にお け る光合 成 速 度 に 関す る考 察 を行 った.
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2.2 C3光 合 成 モ デ ル

長 期 的 な 青 色 光 照 射 が個 葉 の 光 合 成 特 性 に及 ぼす 影 響 を評 価 す るた め に は,

光合 成 特性 が どの よ うな因 子 に よ って規 定 され てい るか を把握 す る必 要 が あ る.

Farquhar et al.(1980) お よびFarquhar and von Caemmerer (1982) に よ って提 唱

され たC3光 合成 モデ ル と, それ に関連 す る多 くの理 論 的, 実 証 的研 究 に よ り,

C3植 物 葉 の光 合成 を規 定す る因 子 が 明 らか に され て きた.

このモ デ ル は, Rubiscoの 酵 素的 性 質 (kinetics) に基 づ いて 構 築 され てい る.

このモ デ ル の概 念 は次 の通 りで あ る. 至適 温度, 光飽 和 条 件 下 での個 葉 の光 合

成 速 度 は, 低CO2分 圧 下 で は 大気 か ら葉 緑 体 ス トロマ ま で のCO2の 拡 散 と

RubiscoのCO2固 定 速 度 に よっ て, ま た 高CO2分 圧 下 で は光 合 成 電 子 伝 達

速 度 に よ って 決 定 され るRuBP再 生 産 速 度 に よ って, そ れ ぞ れ律 速 され る.

な お, このモ デ ル の提 唱後 に, RuBP再 生 産速 度 は, 電子 伝 達速 度 あ るい は光

合 成 最 終 産 物 で あ るsucrose (Suc)・starch生 産 に伴 う無 機 リン酸 (以 後, Pi)

の 再 生 産 速 度 の い ず れ か に よ っ て 律 速 され る, と改 良 され て い る (Sharkey

1985a). また 弱 光 下 で の 光 合 成 は, 光 量 子 の 吸収 率 と量子 収 率, す な わ ち集

光 反 応 を 含 め た 電 子 伝 達 速 度 に よ っ て 律 速 され る (Sage 1990, Hikosaka and

Terashima 1995, Evans 1996). 以上 をま とめ る と, 個葉 の光合 成 は, 1) Chl等

の 光 合 成 色 素 に よ り光 エ ネ ル ギ を捕 捉 す る集 光 能 力, 2) 光 合成 電子 伝 達 系 に

よ っ て光 エ ネ ル ギか らATP, NADPHを 合 成 す る電 子伝 達 能 力, 3) 大気 か ら

葉 緑 体 ス トロマ ま で のCO2拡 散 を 含 め たRubiscoのCO2固 定 能 力, 4)

Suc・starch生 産 に伴 うPi再 生 産能 力, の4つ の能 力 に よ って規 定 され る こ

とに な る.

次 に, 具 体 的 な数 式 につ い て簡 潔 に示 す. RubiscoのCO2固 定速 度, 電 子

伝 達 速 度, Pi再 生 産 速度 に よっ て律 速 され る光 合 成 速度Ac, Aj, Apは, そ
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れ ぞ れ,

(1)

(2)

(3)

と表 され る (Farquhar et al. 1980, Farquhar and von Caemmerer 1982) . こ こ で,

VcmzxはRubiscoの 最 大carboxylation速 度, KcとKoは そ れ ぞ れRubisco

のCO2とO2に 対 す るMichaelis-Menten定 数 , Г*は ミ トコ ン ドリア 呼 吸 速

度 を 無 視 した と き の 光 合 成 速 度 のCO2補 償 点, CとOは そ れ ぞ れ 葉 緑 体 ス

トロ マ のCO2とO2濃 度, Jは 電 子 伝 達 速 度, TpはPi再 生 産 速 度 , Rdは

明 期 の ミ トコ ン ドリ ア 呼 吸 速 度 で あ る. さ らにJは,

(4)

と表 され る (von Caemmerer 2000). こ こ で, φ はPPFD-電 子 伝 達 速 度 曲線 の

初 期 勾 配, Iは 入 射PPFD, Jmaxは 最 大 電 子 伝 達 速 度, θ はPPFD-電 子 伝 達 速

度 曲線 の 凸 度 で あ る. 式(1)-(4)中 の φ, Jmax, Vcmax, Tpが , そ れ ぞ れ 集 光

能 力, 電 子 伝 達 能 力, RubiscoのCO2固 定 能 力, Pi再 生 産 能 力 を 反 映 す る パ

ラ メ ー タ で あ る. こ の モ デ ル の 生 化 学 的 な 概 念 図 をFig.1に, ま た 式 (1)-

(4) に 基 づ い た 光 合 成 速 度 の 葉 内CO2分 圧 お よ びPPFD依 存 性 の 概 念 図 を

Fig.2に 示 す.
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これ ま で の 検 証 実 験 に よ り, 短 期 的 な 環 境 変 化 (PPFD, CO2分 圧 , 温 度 な

ど) に 対 す る 光 合 成 速 度 の 応 答 が こ の モ デ ル に よ っ て 説 明 で き る こ とが 多 くの

C3植 物 で 確 か め られ て お り (例 え ば, von Caemmerer and Farquhar 1981 , 1984,

Evans 1986, Makino et al. 1988な ど), 現 在 で は こ の モ デ ル の 妥 当 性 が 広 く認

め られ て い る. こ の モ デ ル に 基 づ い た 解 析 を 行 う こ と に よ り, 長 期 的 な 青 色 光

照 射 が, 光 合 成 を 規 定 す る どの 能 力 に影 響 を 及 ぼ す の か に つ い て 明確 に す る こ

と が で き る.

本 研 究 で は, こ の モ デ ル を利 用 して 解 析 を 行 っ たMakino et al.(1994) の 研

究 を 参 考 に して, 光 合 成 を 規 定 す る 能 力 を 生 体 内 レベ ル で 評 価 した. す な わ ち,

飽 和 光 下 に お い て, 葉 内CO2分 圧 (pCi) 20Paお よ び60Pa以 上 の 条 件 下 で

光 合 成 速 度 を 測 定 し, そ れ ぞ れ 生 体 内 に お け るCO2固 定 能 力 お よ びRuBP

再 生 産 能 力 と して 評 価 した. さ らに, 光 合 成 を 規 定 す る 能 力 の 指 標 とな る生 化

学 的 因 子 を 定 量 し た. 集 光 能 力 を 担 う 色 素 お よ び タ ン パ ク 質 と し てChl

(Gabrielsen 1948, Hikosaka and Terashima 1995) お よ びLHCII (Evans 1988,

Hidema et al, 1992) を, 電 子 伝 達 の 律 速 に 関 わ る タ ン パ ク 質 の1つ と し て

cytochrome (Cyt) f (Evans 1987, Price et al. 1998, Sudo et al. 2003) を, CO2固 定

の 鍵 酵 素 と してRubisco (Evans 1983, Makino et al. 1983b, von Caemmerer and

Quick 2000) を そ れ ぞ れ 定 量 し た. な おPi再 生 産 能 力 に 関 して は, 低O2分

圧 な ど を 伴 う著 しい 高CO2分 圧 下 (Sharkey 1985b, Sharkey et al. 1986) や 急 激

な 気 温 低 下 (Labate and Leegood 1988) な ど の 極 端 な 環 境 下 を 除 き, こ の 能 力

に よ っ て 光 合 成 が 律 速 され る局 面 は 稀 で あ る (Socias et al. 1993, Makino et al.

1994). こ の こ とか ら, 赤 色 光 に 青 色 光 を 付 加 して 長 期 間 照 射 す る こ と に よ る

乾 物 生 産 向 上 にPi再 生 産 能 力 の 変 化 が 関 わ っ て い る 可 能 性 は 低 い と考 え られ

た の で, 本 研 究 で は こ の 能 力 の 指 標 とな る生 化 学 的 因 子 に 関 して の 測 定 は 行 わ

な か っ た.
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Fig. 1 Schematic diagram of four biochemical processes limiting photosynthesis of C3
leaves, based on a model developed by Farquhar et al.(1980) and Sharkey (1985a). Solid,
dashed, and dotted arrows represent processes limited by electron transport, RuBP
carboxylation, and Pi regeneration, respectively. In the present study, Chl and LHCII (1),
Cyt f (2), and Rubisco (3) were determined as key components of the capacities for light
harvesting, electron transport, and RuBP carboxylation, respectively. ADP: adenosine-5'-
diphosphateF6P: Fru-6-phosphate; FBP: Fru-1, 6-bisphosphate; G1P: Glc-1-phosphate;
G6P: Glc-6-phosphate; LHCI: light-harvesting Chl a/b-binding protein of PSI; PGA: 3-

phosphoglyceric acid; Ppi: pyrophosphate; PSI: photosystem I; PSII: photosystem II.

―15―



Fig. 2 Modeled rates of photosynthesis based on the model of C3 photosynthesis. (A) Net

photosynthetic rate under a saturating light condition as a functions of pCi. (B) Net
photosynthetic rate under anormal atmospheric CO2 condition. Solid, dashed and dotted

lines represent electron transport-limited (Aj), RuBP carboxylation-limited (Ac) and Pi

regeneration-limited (Ap) rates of photosynthesis, respectively. Bold line represents the
minimum rate that is the actual rate of net photosynthesis. Under light-limiting conditions,

photosynthesis is limited by Aj. Under light-saturating conditions, photosynthesis is limited
by Ac at low pCi, and Aj and/or Ap at high pCi. Net photosvnthetic rates were calculated

using equations (1)-(4) (see the text) with model parameters taken from von Caemmerer

(2000).
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2.2 材 料 お よび方 法

2.2.1 供 試 植 物 お よ び 成 育 条 件

供 試 植 物 に は イ ネ (Oryza sativa L. 品 種: サ サ ニ シ キ) を 用 い た. 種 子 を

シ ャ ー レ 中 で 東 京 都 水 道 水 (以 後, 水 道 水) に 浸 漬 し, そ の シ ャ ー レ を 気 温

30℃, 連 続 暗 期 の 恒 温 器 内 に36-48h静 置 し吸 水, 発 芽 させ た. ポ リ プ ロ ピ

レ ン 製 容 器 (L: 190mm×W: 330mm×H: 230mm) に, 2molL-1HClを 用 い て

pHを5.3±0.1に 調 整 し た 水 道 水 を満 た し, 木 枠 付 き サ ラ ン ネ ッ ト (L: 180

mm×W: 300mm) を 浮 か べ た. 発 芽 した 種 子 を サ ラ ン ネ ッ ト上 に 播 種 し, 人

工 気 象 室 内 で21日 間 育 苗 した. 人 工 気 象 室 は 白 色 蛍 光 灯 (FLR110H・EX-N/A-

H, 東 芝 ラ イ テ ッ ク (株) 製) お よ び 家 庭 用 空 調 機 (SAP-V22B, 三 洋 電 機 (株)

製) を備 え て い る. 人 工 気 象 室 内 はPPFD: 320μmolm-2s-1, 明 暗 周 期: 明 期

16h/暗 期8h, 気 温: 明 期25±2℃/暗 期20±2℃ に 調 節 した.

播 種 後21日 目 に 成 育 の 揃 っ た 個 体 (葉 齢: 3.6-3.9, 草 丈: 約12cm, 第4

葉 の 葉 身 長: 約6cm) を36-40個 体 選 抜 した. 蓋 の 中 心 部 に 円 状 の 穴 (φ: 20

mm) を 開 け た 内 容 積 約500mLの ポ リエ チ レ ン 製 円柱 褐 色 ボ トル (φ: 75mm×

H: 150mm) に, 1ボ トル あ た り2個 体 ず つ を移 植 した. 籾 の 上 部 約1cmの

位 置 に ウ レ タ ン材 を 巻 き, 植 物 体 が ボ トル の 穴 の 位 置 で ウ レ タ ン材 に よ っ て 支

持 さ れ る よ う に した. 移 植 日か ら, LEDパ ネ ル (LHP0364-040, 岩 崎 電 気

(株) 製) を 備 え た イ ン キ ュ ベ ー タ (MIR-553, 三 洋 電 機 (株) 製, 栽 培 床 面 積

約0.25m2) 内 で 水 耕 法 で 栽 培 した. LEDパ ネ ル (L: 300mm×W: 300mm×

H: 110mm) は, ピー ク波 長650nmの 赤 色LED 1,296個 と ピ ー ク 波 長470

nmの 青 色LED648個 か らな る.

播 種 後 か ら光 質 処 理 を 開 始 した. 光 質 処 理 区 は, 赤 色 光 の み を 照 射 す る 対

照 区 のR区 と, 赤 青 混 合 光 を 照 射 す るRB区 (赤 色 光 と青 色 光 のPFD比 は
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4: 1) の 計2処 理 区 と した. 各 光 質 処 理 区 の 分 光PFDをFig.3に 示 す .赤

色 光 お よび 青 色 光PFDは, 定 電 流電 源 装 置 (岩 崎 電 気 (株) 製) を用 い て,

各 色LEDに 独 立 に供 給 す る電 流 に よ って調 節 した. 総PPFDは 両光 質 処 理

区 と も に240μmol m-2s-1と した. イ ン キ ュベ ー タ 内 の そ の 他 の 環 境 要 素 は,

明 暗 周 期: 明 期12h/暗 期12h, 気 温: 明 期27±1℃/暗 期20±1℃, 相 対

湿 度: 明 期75±10%/暗 期90%以 上 に 調 節 した. PPFDは 光 源 下 約10cm

で調節 し, そ の位 置に植 物体最上面が位置するように, 植物 の成育に合わせて

ボ トルを載せ た棚の位置を下げた. また全個体の処理期間中の積算受光量を均

一 に す る 目的 で, 1日1回 ボ トル の位 置 を入 れ 替 えた. Fig.4に イ ン キュ

ベ ー タ内 の環 境 計測 の概 要 を , Fig.5に イ ン キ ュベ ー タ内部 の 写真 を示 す. 気

温 と相 対 湿 度 は 熱 電 対 (銅-コ ン ス タ ン タ ン) お よび 温 湿 度 セ ンサ プ ロー ブ

(THP-B4T, 神 栄 (株) 製) を用 い て 測 定 した. 温湿 度 セ ンサ プ ロー ブは温 湿 度

変 換 器 (THT-B121, 神 栄 (株) 製) に接続 した. 熱 電対 お よび温 湿 度 変換 器 の

出 力 値 は 測 定 ・制 御 モ ジ ュ ー ル (CR10, 米 国Campbell Scientific社 製) に

よっ て記録 した. イ ンキ ュベ ー タ内 に設 置 した超 音 波加 湿器 (ML-200S, 森 田

電 工 (株) 製) に よ り, 明期 の相 対 湿 度 目標 値 を75%と す るオ ンオ フ制 御 を

行 っ た. 流 量30L min-1の エ ア ポ ン プ を 用 い て, 外 気 を イ ン キ ュ ベ ー タ 内 に

供 給 した.

水 耕 液 は, 2mol L-1 HClでpH5.3±0.1に 調 整 した 水 温27±1℃の 水 道 水

を 用 い て 調 製 した. 水 耕 液 の 組 成 はMae and Ohira (1981) に した が っ た. 標 準

濃 度 の 水 耕 液 の 組 成 をTable 1に 示 す. 水 耕 液 の 濃 度 は 植 物 体 の 成 育 に あ わ せ

て 段 階 的 に 調 製 し た. 播 種 後21日 目お よ び28日 目 の 水 耕 液 は 標 準 濃 度 の

1/3, 35日 目 は1/2, 42日 目 は2/3, 49日 目以 降 は 標 準 濃 度 と した . 播 種 後

42日 目以 降 は, 水 耕 液 のN濃 度 を 標 準 濃 度 の1/4倍, 1倍 お よび4倍 (播

種 後49日 目 のN濃 度 は そ れ ぞ れ0.5, 2.0お よ び8.0 mmol L-1) とす るN

―18―



処 理 を 行 っ た.

サ ン プ ル に は, 播 種 後56日 目以 降 の 最 上 位 完 全 展 開 葉 (第8, 9葉) を 用

い た. 一 般 に イ ネ 葉 身 の 光 合 成 速 度 や 葉 身 に 含 ま れ る光 合 成 関 連 タ ン パ ク質 量

お よ びN量 は, 出 葉 後 徐 々 に 増 加 し, 葉 身 の 完 全 展 開 時 と ほ ぼ 同 時 に ピー ク

を 迎 え, 老 化 と と も に減 少 す る (Makino et al. 1983b, 1984, Hidema et al. 1991).

葉 齢 の 差 に 起 因 す る 個 体 間 の 光 合 成 速 度, 光 合 成 関 連 タ ン パ ク 質 量 お よ びN

量 の 差 を 低 減 す る た め, サ ン プ リン グ 時 の 葉 齢 が ほ ぼ 一 定 とな る よ う, 各 個 体

に お い て 葉 齢 が お よ そ8.0-8.3の と き に 第8葉 を, ま た 葉 齢 が お よ そ9.0-9.3

の と き に 第9葉 を サ ン プ リ ン グ した. Chl, Rubisco, LHCII, お よ び 葉 身N

の 定 量 の た め の サ ン プ ル は, 葉 身 を 葉 鞘 か ら切 り離 した 後, す み や か に 新 鮮 重

と葉 面 積 を 測 定 し ポ リエ チ レ ン製 サ ン プ リン グ バ ッ グ に入 れ, 定 量 に 供 す る ま

で-80℃ で 凍 結 保 存 した. Cyt f定 量 用 の サ ン プ ル は, 葉 身 を 葉 鞘 か ら切 り

離 した 後, す み や か に 新 鮮 重 と葉 面 積 を測 定 し, 生 葉 を 定 量 に供 した. 葉 面 積

の 測 定 に は 自動 面 積 計 (AAM-9, 林 電 工 (株) 製) を 用 い た.

2.2.2光 環 境 条 件

PPFDの 測 定 に は 光 量 子 セ ン サ (LI-190SA, LI-250, 米 国LI-COR社 製) を

用 い た. 分 光PFDは, ス ペ ク トロ メ ー タ (MSR-7000,(株) オ プ トリサ ー チ

製) を 用 い て 測 定 し た1nmご との 分 光 放 射 束 よ り求 め た.

分 光PFDと, Gardner and Graceffo (1982) の 式 に も と づ い た 式 (1)(Hanyu

et al. 1996) か ら, 可 逆 性 フ ィ トク ロム (phy) 光 平 衡 (PFR/PTOTAL) の 値 を 算 出

し た. PFR/PTOTALは, 光 可 逆 性 を示 す 全phy (PTOTAL) 中 に 占 め る 活 性 型phy

(PFR) の 割 合 で あ る.
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(5)

こ こ で, Eλiは 波 長iに お け る 光 量 子 束 密 度, σFRλiお よ び σRλiは そ れ ぞ れ

PFRお よ びPRの 波 長iに お け る光 変 換 断 面 積 (photoconversion cross-section)

で あ る. 光 変 換 断 面 積 は, ラ イ ム ギ の 精 製phyを 用 い て 求 め られ た2nmご

との 値 (Sager et al. 1988) を 用 い た.

算 出 され たPFR/PTOTAL値 は, R区 で0.89, RB区 で0.88と, 光 質 処 理 区

に よ ら ず ほ ぼ 同 じで あ っ た. こ の こ と か ら, 光 質 処 理 区 間 に お い て, 可 逆 性

phyの 作 用 の 差 異 は 無 視 で き る と 考 え られ る.

2.2.3光 合 成 速 度 測 定

ガ ス 交 換 速 度 の 測 定 は, 気 温22±2℃ の 恒 温 室 内 に お い て, 開 放 系 の 携 帯

用 光 合 成 蒸 散 速 度 測 定 装 置 (LI-6400, 米 国LI-COR社 製, 以 後, 光 合 成 測 定

装 置) を 用 い て 行 っ た. チ ャ ンバ に は 細 葉 用 チ ャ ンバ (6400-11, 米 国LI-COR

社 製) を 用 い た. 光 源 に は, チ ャ ンバ 上 面 に 固 定 され た35W白 色 ハ ロ ゲ ン ラ

ン プ (JR12V35WKW/3GZ4, フ ェ ニ ッ ク ス 電 機 (株) 製) を 用 い た. 葉 面 に お

け るPPFDの 不 均 一 性 の 程 度 を 低 減 させ る た め, ハ ロ ゲ ン ラ ン プ と葉 面 との

間 に 半 透 明 の ポ リエ チ レン シ ー トを置 い た. 光 合 成 測 定 装 置 へ 供 給 す る 空 気 の

露 点 温 度 は15-17℃ と した.

ガ ス 交 換 速 度 の 測 定 条 件 は, 1) PPFD 250μmolm-2s-1, pCa36Pa, 2) 光 飽

和, pCa36Pa, 3) 光 飽 和, pCi20Pa, 4) 光 飽 和, pCi60Pa以 上, の4つ で

あ る. 各 条 件 下 に お い て, 光 合 成 が 定 常 状 態 に 達 す る ま で 放 置 し (15-30min),

定 常 状 態 に お け る ガ ス 交 換 パ ラ メ ー タ を 記 録 した. こ の 光 合 成 測 定 装 置 は, ガ
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ス 交 換 パ ラ メ ー タ の 計 算 にvon Caemmerer and Farquhar (1981) の 式 を 用 い て い

る. い ず れ の 条 件 に お い て も, 葉 温 は27.0±1.0℃, 飽 差 は1.1±0.1kPaに

調 節 した. pCiを 一 定 とす る 制 御 は, pCiを モ ニ タ リン グ し な が らpCaを 手

動 で 調 整 す る こ と に よ り行 っ た. 光 飽 和 と な るPPFDは, 予 備 実 験 の 結 果 か

ら1,600μmolm-2s-1と した. 測 定 光 のPPFDの 調 節 は, ハ ロ ゲ ン ラ ン プ と

葉 面 との 間 に 寒 冷 紗 を 挟 む こ と に よ り行 っ た.

2.2.4生 化 学 分 析

凍 結 保 存 して お い た サ ン プ ル を, 新 鮮 重 の10倍 量 (1gに 対 して10mL)

の 磨 砕bufferで, 氷 上 に 置 い た 乳 鉢 と乳 棒 を 用 い て 磨 砕 し, こ れ を 粗 抽 出 液

と し た. 磨 砕bufferは, 5% (v/v) glycerolと, プ ロテ ア ー ゼ 阻 害 剤 と して2

mmolL-1 Na-iodoacetate (米 国Aldrich社 製), 還 元 剤 と し て0.8% (v/v) 2-

mercaptoethanol (2-ME, ナ カ ラ イ テ ス ク (株) 製) を 含 む, 50mmolL-1 Na-

phosphate buffer (pH7.0) で あ る. 以 下, こ の 粗 抽 出 液 の 一 定 量 を 分 取 し, Chl,

Rubisco, LHCIIお よ び 葉 身Nの 定 量 を 行 っ た.

Chl定 量 で は, ま ず 粗 抽 出 液100μLを 褐 色 試 験 管 に 取 り秤 量 し, 0.5mL

水, 2.4mL acetoneを 加 え よ く攪 拌 した. そ れ を 氷 中 に30min放 置 した 後,

1,800×g, 4℃, 15minの 遠 心 を 行 い, そ の 遠 心 上 清 の645nmお よび663

nmに お け る 吸 光 度 を 測 定 し た. そ れ ら の 吸 光 度 か らArnon (1949) の 計 算 式

を 用 い てChl aお よ びChl bの 量 を 算 出 し, Chl量 (Chl aとChl bの 総 量)

とChl a/b比 を 求 め た. 吸 光 度 の 測 定 に は, 以 後 特 に 断 りの な い 場 合, ダ ブ

ル ビー ム 分 光 光 度 計 (V-530, 日本 分 光 (株) 製) を 用 い た.

Rubiscoの 定 量 は, sodium dodecylsulfate-polyacrylamide電 気 泳 動 (SDS-

PAGE), coomassie brilliant blue (CBB) 染 色 後, Rubiscoのlarge subunit (LSU)

とsmall subunit (SSU) の 各 バ ン ドを 切 り出 し, そ の 色 素 をformamideで 抽 出
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し比 色 定 量 す るMakino et al.(1986) の 方 法 を 用 い た. 粗 抽 出 液495μLに,

終 濃 度0.1% (v/v) と な る よ うに10% (v/v) Triton X-100を 加 え, よ く攪 拌 しチ

ラ コイ ド膜 に 結 合 したRubiscoを 可 溶 化 し た (Makino and Osmond 1991a).

15,000×g, 4℃, 5minの 遠 心 後, 上 清 を180μL分 取 し, 終 濃 度 で1.2%

(w/v) lithium dodecylsulfate (LDS), 2.4% (v/v) 2-MEに な る よ うに, 15% (w/v)

LDSと2-MEを 加 え た. 攪 拌 後, 沸 騰 水 浴 に よ り100℃, 90sのLDS化 を

行 い, これ をRubisco定 量 用 の サ ン プ ル と した. LDS化 した サ ン プ ル は 電 気

泳 動 を 行 うま で-20℃ で 凍 結 保 存 した. 電 気 泳 動 は ミニ ス ラ ブ 型 電 気 泳 動 装

置 (ミ ニ プ ロ テ ィ ア ン3セ ル, 日本 バ イ オ ・ラ ッ ド ・ラ ボ ラ トリー ズ (株) 製)

を 用 い て 行 っ た. 濃 縮 ゲ ル お よ び 分 離 ゲ ル の ア ク リル ア ミ ド濃 度 は, そ れ ぞ れ

3% (w/v) と12.5% (w/v) と し, そ の 他, 泳 動bufferな どの 組 成 はLaemmli

(1970) の 方 法 に した が っ て 調 製 し た. 電 気 泳 動 時 の 電 流 は 定 電 流 (ゲ ル1枚 に

つ き, 濃 縮 ゲ ル10mA, 分 離 ゲ ル15mA) と した. 泳 動 後 の ゲ ル は , 0.25%

(w/v) CBB R-250, 50% (v/v) methanol, 10% (v/v) acetic acid溶 液 中 で2h染 色

後, 20% (v/v) methanol, 70% (v/v) acetic acid溶 液 中 で 一 夜 脱 色 した. 脱 色 後

の ゲ ル か ら, RubiscoのLSUとSSUを 切 り出 し, 2mL formamide (ナ カ ラ イ

テ ス ク (株) 製) でCBB R-250を 抽 出 した. 抽 出 は, 暗 所, 50℃, 5h振 と

う し な が ら行 い, そ の 後595nmに お け る 吸 光 度 を 測 定 し た. 標 準 タ ン パ ク

質 に は, Makino et al.(1983a) の 方 法 を 一 部 改 良 したIshida et al.(1997) の 方 法

に よ っ て 精 製 し た トマ ト葉Rubiscoを 用 い た. Rubisco態 窒 素 量 は, Rubisco

量 を タ ン パ ク質 係 数6.25 (Makino et al. 1983b) で 除 す こ と に よ り求 め た.

LHCIIの 定 量 は, Rubisco定 量 と 同 様 に, SDS-PAGE, CBB染 色 後 , LHCII

の バ ン ドを 切 り出 し, そ の 色 素 をformamideで 抽 出 し比 色 定 量 し た . 粗 抽 出

液100μLを 分 取 し, Chl量 を 測 定 した. 次 に残 りの 粗 抽 出 液 の うち約2mL

を4枚 重 ね の ガ ー ゼ で ろ 過 し, そ の ろ 液 を1,800×g, 4℃ でflashし て
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starchを 取 り除 い た 後, 1800×g, 4℃, 3minの 遠 心 を行 い 沈 殿 画 分 を 集 め た.

そ の 沈 殿 画 分 に 懸 濁bufferを 加 え, 1,800×g, 4℃, 3minの 遠 心 を行 い そ の

上 清 を 捨 て る こ と で 沈 殿 画 分 を 洗 浄 した. 懸 濁bufferは, 5% (v/v) glycerol

を 含 む50mmolL-1Tris/HCI buffer (pH7.2) で あ る. 洗 浄 操 作 を2回 繰 り返 し

て, チ ラ コイ ド膜 を含 む 不 溶 性 の 画 分 を 得 た. こ の 不 溶 性 画 分 を, 150μLの

懸 濁bufferで 懸 濁 した. こ の 懸 濁 液 か ら20μLを 分 取 し, 懸 濁 液 中 のChl

量 を 定 量 し た. Chl定 量 は, 分 取 した 懸 濁 液 に380μLの 水 と1.6mLの

acetoneを 加 え, 以 降 は 上 述 の 手 順 に した が っ た. 残 りの 懸 濁 液 か ら120μL

分 取 し, 終 濃 度 で2.5% (w/v) と な る よ うに25μLの15% (w/v) LDSを 加 え た.

15,000×g, 4℃, 5minの 遠 心 後, 上 清 を60FL分 取 し, 終 濃 度 で2% (v/v)

2-MEに な る よ う に1.2μLの2-MEを 加 え た. 撹 拌 後, 沸 騰 水 浴 に よ り

100℃, 90sのLDS化 を 行 い, こ れ をLHCII定 量 用 の サ ン プ ル と し た.

LDS化 し た サ ン プ ル は 電 気 泳 動 を 行 う ま で-20℃ で 凍 結 保 存 し た. SDS-

PAGE, CBB染 色, 脱 色 はRubisco定 量 と 同 様 の 手 順 で 行 っ た. LHCIIタ ン

パ ク 質 の サ ブ ユ ニ ッ トの バ ン ドは, LHCIIの ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 一 次 抗 体

と して, イ ム ノ ブ ロ ッ ト法 に よ り確 認 した. 抗LHCII抗 体 を 含 む 血 清 は, イ

ネ 葉 精 製LHCIIに よ っ て 免 疫 さ れ た ウサ ギ か らHidema et al. (1992) の 方 法

に よ っ て 得 られ た. イ ム ノ ブ ロ ッ ト法 は, プ ロ ッ ト膜 にPVDF膜 を 用 い た こ

と を 除 き, Towbin et al. (1979) の 方 法 を 一 部 改 良 したIshida et al. (1997) の 方

法 に した が っ た. 確 認 され た バ ン ドは4つ で あ り, そ の うち メ ジ ャ ー で あ っ

た2つ の ポ リペ プ チ ドをLHCIIと して 定 量 した. 分 子 量 マ ー カ (03-064, テ

フ コ (株) 製, お よ びP7002S, 米 国BioLabs社 製) を 用 い て 推 定 され た そ れ

ら の 分 子 量 は, 27お よ び25kDaで あ っ た. これ ら の 分 子 量 は, 既 往 の 報 告

に お け るLHCIIタ ン パ ク 質 の サ ブ ユ ニ ッ トの 分 子 量 と ほ ぼ 一 致 した (for a

review, see Jansson 1994). LHCII定 量 用 の サ ン プ ル を 泳 動 後 染 色 ・脱 色 した
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ゲ ル か らそ れ ら2つ の バ ン ドを 切 り 出 し, 2mL formamide (ナ カ ラ イ テ ス ク

(株) 製) でCBBR-250を 抽 出 した. 抽 出 は, 暗 所, 50℃, 5h振 と う しな が

ら行 い, そ の 後595nmに お け る 吸 光 度 を 測 定 した. 標 準 タ ン パ ク 質 に は,

ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン (BSA, 米 国Sigma社 製) を 用 い た. 粗 抽 出 液 のChl量

と 不 溶 性 画 分 懸 濁 液 のChl量 か ら チ ラ コ イ ド膜 の 回 収 率 を 求 め, 葉 身 の

LHCII量 を 算 出 した.

葉 身Nの 定 量 は, Kjeldahl分 解 後, Nessler試 薬 を 用 い て 比 色 定 量 す る 方

法 に よ り行 っ た. 粗 抽 出 液100μLを ス ピ ッツ 管 に 取 り秤 量 した. これ に100

μLの60%H2SO4 (精 密 分 析 用) を 加 え, Kjeldahl分 解 (140-260℃ ま で 段 階 的

に 温 度 を 上 げ, 温 度 を上 げ る 前 に は, 一 旦 室 温 ま で 放 冷 し, 分 解 促 進 剤 で あ る

H2O2を2滴 添 加 した) した. 分 解 後, 水 で5mLと し, 1,800×g, 15min

の 遠 心 を行 い, そ の 上 清0.5mLをNessler法 に 供 した. 上 清0.5mLに50

μLの2.5molL-1 NaOH, 100μLの10% (w/v) Na, K-tetrate溶 液, 4.25mLの

水, お よ び100μLのNessler試 薬 を加 え, よ く撹 拌 後420nmに お け る吸 光

度 を 測 定 し た. Nessler試 薬 は, 10% (w/v) HgI2と4.5% (w/v) NaIを 含 む5

molL-1 NaOH溶 液 で あ る. 標 準 窒 素 に はNH4Cl溶 液 を 用 い, サ ン プ ル と 同

様 にKjeldahl分 解 後, Nessler試 薬 で 発 色 させ, そ の 吸 光 度 か ら標 準 曲 線 を

作 成 した.

Cyt fの 定 量 は, Evans and Terashima (1987) の 酸 化 還 元 型 吸 光 度 差 ス ペ ク ト

ル 法 を 一 部 改 良 したOhashi et al. (1998) の 方 法 に した が つ た. 生 葉 を新 鮮 重

の10倍 量 (1gに 対 して10mL) の 磨 砕bufferで, 氷 上 に 置 い た 乳 鉢 と乳 棒

で 磨 砕 し, こ れ を 粗 抽 出 液 と し た. 磨 砕bufferは, 5% (v/v) glycerolと, 還

元 剤 と し て2mmol L-1 dithiothreitol (DTT) を含 む, 50mmol L-1 Na-phosphate

buffer (pH7.0) で あ る. 粗 抽 出 液100μLを 分 取 し, Chl量 を 測 定 した. 次 に

残 りの 粗 抽 出 液 の う ち 約2mLを4枚 重 ね の ガ ー ゼ で ろ 過 し, そ の ろ 液 を
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1,800×g, 4℃ でflashし てstarchを 取 り除 い た 後, 1,800×g, 4℃, 3min

の 遠 心 を 行 っ て チ ラ コイ ド膜 を 含 む 不 溶 性 の 画 分 を 得 た. こ の 不 溶 性 画 分 を,

10mmol L-1 NaCl, 5mmol L-1 MgCl2, 2mmol L-1 EDTA-2Na, 100mmol L-1

sorbitolを 含 む200μLの50mmol L-1 MES/NaOH buffer (pH6.5) で 懸 濁 した.

こ の 懸 濁 液 か ら20μLを 分 取 し, 懸 濁 液 中 のChl量 を 定 量 した. Chl定 量 は,

分 取 した 懸 濁 液 に380μLの 水 と1.6mLのacetoneを 加 え, 以 下 上 述 の 手 順

に した が っ た. 残 りの 懸 濁 液 に, 終 濃 度 で 約250mgChl L-1と な る よ うに50

mmolL-1 MES/NaOH buffer (pH6.5) を加 え た. こ の 約250mgChl L-1の 懸 濁 液

200μLに 終 濃 度 で1% (v/v) と な る よ うに10% (v/v) Triton X-100を 加 え て,

cyt fを 可 溶 化 させ た. そ して15,000×g, 4℃, 5minの 遠 心 を行 い, 上 清 画

分 を 用 い て, 酸 化 還 元 型 吸 光 度 差 ス ペ ク トル 法 に よ りCyt fの 定 量 を 行 っ た.

す な わ ち, 上 清 画 分 を100μLず つ2個 の キ ュベ ッ ト (超 ミ ク ロ ブ ラ ッ ク マ

ス クセ ル) に 分 注 し, ダ ブ ル ビー ム 分 光 光 度 計 (UV-1600, (株) 島 津 製 作 所 製)

の 対 照 側, 試 料 側 ホ ル ダ に 入 れ, フル ス ケ ー ル0.03で530-570nmの 基 線 と

な る 差 ス ペ ク トル を 取 得 し た. 次 に 対 照 側 キ ュベ ッ トに2.5μLの50mmol

L-1 K3Fe (CN) 6を, 試 料 側 キ ュ ベ ッ トに2.5μLの50mmol L-1 C6H4 (OH) 2を そ

れ ぞ れ 加 え て 撹 拌 し, 酸 化 還 元 型 吸 光 度 差 ス ペ ク トル を 測 定 した. そ して,

540nmで 基 線 を差 し 引 い た 吸 光 度 差 (△540nm) か ら, 光 路 長1cm, 濃 度1

mmol L-1あ た りの 差 吸 光 係 数20 (Bendall et al., 1971) を 用 い てcyt f量 を 求

め た. 粗 抽 出 液 のChl量 と不 溶 性 画 分 懸 濁 液 のChl量 か らチ ラ コイ ド膜 の 回

収 率 を 求 め, 葉 身 のCyt f量 を 算 出 し た.

2.2.5 統 計 処 理

光 質 処理 区 の平 均 値 間 の 有意 差 検 定 はt検 定 に よ り有 意 水 準5%で 行 っ た.

一 次 の線 形 回 帰方 程 式 の 回帰 係 数お よび 決 定係 数 は最 小 二乗 法 に よ り求 めた .
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光 質 処 理 区 の 回 帰 方 程 式 のy切 片 間 の 有 意 差 検 定 は 共 分 散 分 析 (ANCOVA)

に よ り有 意 水 準5%で 行 っ た. 統 計 処 理 に は 統 計 解 析 ソ フ トウ ェ ア (JMP Ver.

6.0.0, 米 国SAS社 製) お よ び 表 計 算 ソ フ ト ウ ェ ア (Microsoft Office Excel

2003, 米 国Microsoft社 製) を用 い た.
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Fig. 3 Relative spectral photon-number distributions of treatments R (A) and RB (B).

Light was provided from red and blue LEDs. The number of photons was counted for
every 1 nm.
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Fig. 4 Schematic diagram of the cultivation apparatus used.
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Fig. 5 Picture images of the incubators for treatments R (A) and RB (B) containing 56-d 
old rice plants.
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Table 1 Elements, compounds used for the hydroponic solution and element

concentrations at the standard strength for rice.
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2.3 結 果

2.3. 1 光合 成 特 性

まず, 成 育 環 境 のPPFDと ほ ぼ 同 じPPFDの 弱 光下 (250μmol m-2 s-1) お

よび 飽 和 光 下 (1,600μmol m-2 s-1) にお け る葉 面 積 あ た りの純 光 合成 速 度 を測

定 した. 測 定 は 白色 光 下, 通 常 のpCa (36 Pa) 下で行 っ た. なお, 白色 光 下で

測 定 され る光合 成 速度 は, 成 育環 境 の 光質 下 にお け る光 合 成速 度 とは異 な るが,

長 期 的 な光質 の影 響 は 白色 光 下 で の光合 成 に反映 され る と考 え られ る. 成 育環

境 とほ ぼ 同 じPPFD下 で の 純 光 合 成 速 度 は, いず れ のN処 理 区 にお い て も

RB区 がR区 の お よそ1.5-1.6倍 と有 意 に 高 か っ た (Fig. 6A). ま た, 飽 和

光 下 で の純 光 合 成 速 度, す な わ ち光合 成 能 力 も, いず れ のN処 理 区で もRB

区 がR区 のお よそ1.8-1.9倍 と有 意 に 高 か った (Fig. 6B). さ らにRB区 で

は, 葉 身 の面積 あ た りのN量 もR区 よ り有意 に多 か った (Fig. 6C).

次 に, 光 合 成 速 度 と葉 身N量 との 関係 に つ い て調 べ るた め, 全 て のN処

理 区の 個 体 の 弱 光 下お よび飽 和 光 下の 純 光合 成 速 度 を, 葉 身N量 に対 して プ

ロ ッ トした. 弱光 下で の 純 光合 成 速 度 は, 各 光 質 処理 区 にお い て葉 身N量 と

の 間 に高 い正 の相 関が あ った (Fig. 7A). ANCOVAに よ り回 帰 直線 にお け る

傾 きお よびy切 片 の有 意 性 を検 定 した とこ ろ, 各 光質 処 理 区の 回 帰 直線 の傾

きお よびy切 片 に有意 な差 は認 め られ な か った. す な わ ち, 両 光 質 処理 区 の

プ ロ ッ トは 同一 の直 線 に回 帰 され た. 飽 和 光 下 で の純 光合 成速 度 におい て も,

各 光 質 処 理 区 で葉 身N量 との 間 に 高 い 正 の相 関 が認 め られ た (Fig. 7B).

ANCOVAの 結 果, 両 光 質処 理 区間 の 回帰 直線 のy切 片 には有 意 な差 が認 め ら

れ た もの の, そ の 差 はわ ず か で あ った. これ らの結 果 は, RB区 にお け る弱光

下お よび飽 和 光 下 で の 光合 成 速 度 の 増加 が, お もに葉 身N量 の増 加 で説 明 で

き る こ とを示 して い る.
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気 孔 コ ン ダ ク タ ン ス と葉 身N量 と の 関 係 を調 べ た と こ ろ, 飽 和 光 下 お よ び

弱 光 下 い ず れ のPPFD下 に お い て も, 気 孔 コ ン ダ ク タ ン ス は 葉 身N量 の 多

い 個 体 ほ ど 高 く な る 傾 向 に あ っ た (Fig. 8A, B). ま たpCiは, い ず れ の

PPFD下 に お い て も 葉 身N量 に よ らず ほ ぼ 一 定 で あ り, 光 質 処 理 区 間 に 有 意

な 差 は認 め られ な か っ た (Fig. 8C, D). こ の こ と は, RB区 の 高 い 光 合 成 速 度

が, 気 孔 コ ン ダ ク タ ン ス の 増 加 に 伴 うpCiの 増 加 に よ っ て も た ら さ れ た も の

で は な い こ と を示 して い る.

次 に, C3光 合 成 モ デ ル (Farquhar et al. 1980, Farquhar and von Caemmerer

1982, Sharkey 1985a) に 基 づ き, 生 体 内 に お け る CO2固 定 能 力 お よび RuBP

再 生 産 能 力 の 指 標 と して, pCi20Pa下 お よ び 60Pa以 上 の 条 件 下 で の 純 光 合

成 速 度 (A20お よ びA>60) を そ れ ぞ れ 測 定 し た. A20とA>60は い ず れ もRB

区 の 方 がR区 よ り有 意 に 高 く, 2.0mmol L-1のN処 理 区 のA20とA>60は

R区 で は そ れ ぞ れ 2.99±0.741と 9.5±1.81μmolCO2m-2 s-1, RB区 で は そ れ

ぞ れ 6.77±0.969と 12.3±1.27μmolCO2m-2 s-1で あ っ た. この よ うなRB

区 に お け る 高 いA20, A>60は 葉 身N量 の 増 加 に 伴 っ て い た (Fig. 9). こ の 結

果 か ら, RB区 の 生 体 内 に お け るCO2固 定 能 力 お よび RuBP再 生 産 能 力 は,

R区 と比 較 して, 葉 身N量 が 増 加 した こ と に 伴 っ て 向 上 した も の と考 え られ

た.

2.3. 2光 合 成 関 連 タ ン パ ク質 量

赤 色 光 へ の 青 色 光 の 付 加 が 光 合 成 関 連 タ ン パ ク 質 量 と光 合 成 関 連 タ ンパ ク

質 問 に お け るN分 配 に 及 ぼ す 影 響 を 評 価 した. Rubisco量, Cyt f量, Chl量

お よ びLHCII量 は, い ず れ もRB区 に お い てR区 よ り 有 意 に 多 か っ た

 (Table 2). Chl a/b比 に は, R区 (3.20±0.028mol mol-1) とRB区 (3.26±

0.029mol mol-1) との 間 に 有 意 な 差 は 認 め られ な か っ た. 光 合 成 関 連 タ ン パ ク
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質 量 と葉 身N量 との 関係 につ い て調 べ た と ころ, RB区 にお け るそれ らの タ

ンパ ク質 量 の 増加 は, 光 合 成 速度 の増 加 と同様 に, お もに葉 身N量 の増 加 に

よ る もの で あ った (Fig. 10). Rubisco, Chlお よびLHCIIに お い て は, 両光

質 処理 区 間 の 回 帰 直線 のy切 片 に 有意 差 が認 め られ た. この こ とは, これ ら

の タ ンパ ク質 へ のN分 配 が 光質 処 理 区間 で異 な る可能 性 を示 唆す る. しか し,

光 質 処 理 区 間 で 同量 の葉 身N量 を有す る個 体数 が少 な く, 両光 質処 理 区間 で

プ ロ ッ トの 重 な る範 囲 が狭 か った. この こ とか ら, RB区 にお け る光合 成 関 連

タ ンパ ク質 量 の増 加 が, 単 純 に葉身N量 の増加 の み で説 明 で き るの か, あ る

い は それ に加 えて 光 合成 関連 タ ンパ ク質 間 にお け るN分 配 の 変化 も起 こっ て

い るの か につ い て は, 本 研 究 の デ ー タか らは明確 に はな らなか っ た.
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Fig. 6 Net photosynthetic rate at a PPFD of 250 (A) or 1,600 (B) μmol m-2 s-1 and leaf N

content (C) per unit leaf area in rice leaves. Plants were grown hydroponically under R or

RB at a N concentration of 0.5, 2.0 or 8.0 mmol L-1. Gas-exchange measurements were

made at a . pCa of 36 Pa, a leaf temperature of 27℃, and a leaf-to-air VPD of 1.1±0.1 kPa.

Light for measurements was provided from a white halogen lamp. Vertical bars represent

standard errors of the means (n=6-12). Means with an asterisk (*) are significantly

different by t test (P<0.05).
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Fig. 7 Net photosynthetic rate at a PPFD of 250 (A) or 1,600 (B) μmol m-2 s-1 versus leaf

N content per unit leaf area in rice leaves. Plants were grown hydroponically under R (open

circle) or RB (closed triangle) at a N concentration of 0.5, 2.0 or 8.0 mmol L-1.

Measurements were made at a pCa of 36 Pa, a leaf temperature of 27℃, and a leaf-to-air

VPD of 1.1±0.1 kPa. Light for measurements was provided from a white halogen lamp.

For (A), y=0.238x-6.27, r2=0.739 (R and RB). For (B), y=0.413x-12.7, r2=0.663

(R); y=0.310x-5.37, r2=0.444 (RB). Separate regression equations were given for R

and RB where the slopes and intercepts were significantly different by F test in ANCOVA

(P<0.05); otherwise a single regression equation was given.
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Fig. 8 Stomatal conductance (A, B) and pCi (C, D) at a PPFD of 250 (A, C) or 1,600 (B,

D) μmol m-2 s-1 versus leaf N content per unit leaf area in rice leaves. Measurements were

made at a pCa of 36 Pa, a leaf temperature of 27℃, and a leaf-to-air VPD of 1.1±0.1 kPa.

Light for measurements was provided from a white halogen lamp.
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Fig. 9 Net photosynthetic rate at a pCi of 20 Pa (A) or above 60 Pa (B) versus leaf N

content per unit leaf area in rice Ieaves. Measurements were made at a PPFD of 1,600 μmol

m-2 s-1, a leaf temperature of 27℃, and a leaf-to-air VPD of 1.1±0.1 kPa. Light for

measurements was provided from a white halogen lamp. For (A), y=0.323x-11.4, r2=

0.659 (R); y=0.275x-7.48,r2=0.562 (RB). For (B), y=0.398x-8.91, r2=0.659 (R and

RB). Separate regression equations were given for R and RB where the slopes and

intercepts were significantly different by F test in ANCOVA (P<0.05); otherwise a single

regression equation was given.
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Table 2 Amounts of Rubisco, Cyt f, Chl and LHCII per unit leaf area in leaves of rice plants grown
hydroponically at a N concentration of 2.0 mmol L-1.
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Fig. 10 Rubisco (A), Cyt f (B), Chl (C) and LHCII (D) contents versus leaf N content per
unit leaf area in rice leaves. For (A), y=0.0269x-0.535, r2=0.602 (R); y=0.0271x-
0.406, r2=0.786 (RB). For (B), y=0.0136x-0.269, r2=0.446 (R and RB). For (C),

y=0.00458x+0.0916, r2=0.747 (R); y=0.00385x+0.140, r2=0.690 (RB). For (D),

y=0.00396x+0.0161, r2=0.345 (R); y=0.00442x-0.0349, r2=0.602 (RB). Separate
regression equations were given for R and RB where the slopes and intercepts were

significantly different by F test in ANCOVA (P<0.05); otherwise a single regression

equation was given.
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Fig. 11 Net photosynthetic rate at a pCi of 20 Pa (A20) versus Rubisco content per unit leaf

area in rice leaves. Measurements were made at a PPFD of 1,600 μmol m-2 s-1, a leaf

temperature of 27℃, and a leaf-to-air VPD of 1.1±0.1 kPa. Light for measurements was

provided from a white halogen lamp. y=10.5x-3.77, r2=0.882 (R and RB). Separate

regression equations were given for R and RB where the slopes and intercepts were

significantly different by F test in ANCOVA (P<0.05); otherwise a single regression

equation was glven.
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2.4 考 察

RB区 で は, 葉 身N量 の増 加 に伴 っ て, R区 よ りも通 常pCa下 にお け る

飽 和 光 下 の光 合成 速 度 が高 か っ た (Fig. 6A, 8B). RB区 にお け る飽 和 光下 で

の 光 合 成 速 度 の増 加 に 関 わ る因 子 と して, まず 大 気 か ら葉 内 細 胞 間 隙 まで の

CO2拡 散 につ い て 見 て み る と. 飽 和 光 下 に お け る気 孔 コ ン ダ ク タ ン ス はRB

区 の方 が 高 か っ たが (Fig. 8A), pCiは 光 質処 理 区 に よ らず全 て の個 体 で ほ ぼ

同 じ値 で あ った (Fig. 8C). この こ とか ら, RB区 の飽 和光 下 で の光 合 成速 度

の 増加 は, 大気 か ら葉 内 細胞 間隙 まで のCO2拡 散 の促 進 に起 因す る もの で は

な い とい え る. 次 に, 光合 成 を 規 定 す る能 力 の うち, CO2固 定能 力 とRuBP

再 生 産 能 力 につ い て考 え る. CO2固 定能 力 の指 標 で あ るA20と, RuBP再 生

産 能 力 の 指標 で あ るA>60は, い ず れ も葉 身N量 の増加 に伴 ってRB区 で 高

か った (Fig. 9A, B). ま たRB区 で は, Rubisco量 や, RuBP再 生産 の律 速 に

関 わ る因 子 の1つ で あ るCyt f量 を含 め, 測 定 した光 合 成 関連 タ ンパ ク質 量

の いず れ も葉 身N量 の増 加 に伴 って 増 加 して い た (Fig. 10). これ らの こ と

か ら, RB区 にお け る飽 和光 下 で の 光合 成 速度 の増加 を もた ら した要 因 は, 葉

身N量 の増 加 に伴 っ て光 合 成 関 連 タ ンパ ク質 量 が増 加 し, そ の結 果CO2固

定 能 力 とRuBP再 生 産 能 力 が, そ れ らの 間 のバ ラ ン ス を維 持 した ま ま 向 上 し

た こ とに あ る と考 え られ る.

A20に 影 響 を 及 ぼ す 因 子 に は, Rubisco量 以 外 に, Rubiscoの 比 活 性 と活 性

化 率 が あ る. ま た, 葉 内 細 胞 間 隙 か らRubiscoサ イ トま で のCO2拡 散 に 関 わ

る 内 部 コ ン ダ ク タ ン ス (von Caemmerer and Evans 1991, Loreto et al. 1992) が 無

視 で き な い 場 合 に は, A20は 内 部 コ ン ダ ク タ ン ス に も影 響 を 受 け る. そ こ で,

光 質 処 理 区 間 のA20の 差 に 対 す る これ ら の 因 子 の 影 響 を 推 定 す る た め, A20

をRubisco量 に 対 し て プ ロ ッ ト し た と こ ろ, A20は 光 質 処 理 区 に よ ら ず
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Rubisco量 と高 い正 の相 関 に あ った (Fig. 11). この こ とは, 光 質 処理 区 間の

A20の 差 が お も にRubisco量 の差 で 説 明 で き る こ と, す な わ ちRubisco比 活

性 と活性 化 率 お よび 内 部 コ ン ダ ク タ ン スの 差 はA20の 差 を もた らす ほ どで は

な い こ とを示 して い る. した が って, RB区 のA20の 増 加 は, お もに 葉身N

量 の増 加 に伴 うRubisco量 の増加 に起 因 す るもの で あ る とい え る.

弱 光 下 にお け る光 合 成 速 度 も, 飽 和 光 下 に お け る光 合 成 速 度 と同様 に, 葉

身N量 の増 加 に伴 っ てRB区 で増 加 して い た (Fig. 7A). 一般 に, 測 定 時 の

PPFDが 低 下す るに した が って, 光合 成 速 度 と葉N量 の 回 帰 直線 の傾 きが減

少 す る こ とが 知 られ てい る (Hirose and Werger 1987). この傾 向 は, 弱光 下 で

の 光 合 成 速 度 が 必 ず し も葉N量 に依 存 す るわ けで は な い こ とを示 して い る

(Hirose and Werger 1987, Makino et al. 1997c). しか しな が ら, Makino et al.

(1997b, 1997c) のイ ネ のデ ー タで は, PPFD 350 μmol m-2 s-1で 測 定 した光 合成

速 度 と葉 身N量 との 関係 にお いて, 低 葉 身N量 の領域 (60-130 mmol m-2程

度) に は 明確 な正 の相 関 が認 め られ て い る. 本研 究 で は, R区 とRB区 の全

て の個 体 の 葉 身N量 が40-80 mmol m-2の 範 囲 内 にあ った (Fig. 7). この よ

うに, 葉 身N量 が 両 光 質 処 理 区 とも に少 な か った こ とが, RB区 の葉 身N

量 の増 加 に伴 う弱光 下 の 光合 成 速度 の増加 を もた ら した の か も しれ ない.

本研 究 で は, 光 合 成 速 度 の測 定 は す べ て 白色 ハ ロ ゲ ン光 照 射 下 で行 っ て お

り, 実 際 の成 育 環 境 の 光 質 下 にお け る測 定 は 行 わ な か っ た. R区 とRB区 に

お け る実 際 の成 育環 境 下 で の光 合成 速 度 は, 白色 光 下 で測 定 した値 と異 な る可

能 性 が 考 え られ る. 光 合 成測 定 時 の 照射 光 の光 質 が異 な る こ とに よって最 も大

き な影 響 を受 け る因子 と して, 気 孔 コン ダ クタ ンス が挙 げ られ る. 白色光 下 で

は, 成 育 環 境 とほ ぼ 同 じPPFD 250 μmol m-2 s-1に お け る気 孔 コン ダ クタ ンス

はRB区 の方 がR区 よ り高 か った (Fig. 8A). 青 色 光 は気 孔 の開 口を促進 す

るの で, 実 際 の成 育 環境 下 にお けるR区 とRB区 の気 孔 コ ンダ ク タン スの差
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は, 白色 光 下 での 測 定 時 の 差 よ りも大 き くな る と考 え られ る. C3光 合 成 モ デ

ル に よれ ば, 弱 光 下 の 光合 成 を律 速 す るAjは 葉 緑 体 内のCO2濃 度 が 上 昇 す

る に した が って飽 和型 に増加 す るの で (式 (2), Fig.2A参 照), 気孔 コンダ

ク タ ンス の増 加 に伴 うpCiの 増加 は弱 光 下 で の 光合 成 速 度 をあ る程 度 増加 さ

せ る もの と推 察 され る. この こ とか ら, 実 際 の成 育 環境 下 にお い て光 合 成速 度

を測 定 した場 合 も, 光合 成 速度 はRB区 の 方 がR区 よ りも高 く, さ らに その

差 は 白色 光 下で観 察 され た 差 以上 とな る ので は ない か と推 察 され る.

以 上 よ り, 赤 青 混 合 光 照 射 下 で 成 育 した イネ は, 赤 色 光 単独 照 射 下 で 成 育

した イ ネ に 比 較 して, 飽 和 光 下 お よび成 育 環 境 とほ ぼ 同 じPPFDの 弱 光 下 の

いず れ で も高 い光 合成 速 度 を示す こ とが わか っ た. また赤 青 混合 光 を照 射 した

イネ で は, CO2固 定 能 力 とRuBP再 生 産 能 力 が 向 上 して いた. この よ うな光

合 成 速 度 お よび 光合 成 を律 速 す る能 力 の 向上 は, お もに葉 身N量 の 増加 と,

それ に伴 う光合 成 関 連 タ ンパ ク質 の増加 に よ る もので あ った. また 実 際の 成育

環 境 の光 質 下 にお け る光合 成 速度 も, 赤青 混 合 光照 射 下 で高 か った で あ ろ うと

推 察 され た.
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3. 赤色光お よび赤青混合光照射下におけるイネの成長

3.1 は じ め に

前節において, 赤青混合光照射 下で成 育 したイネ葉は, 赤色光 単独 の照射

光下で成育 した葉 よりも高い光合成速度を示すことがわかった. この個葉の光

合成速度の増加 は, お もに葉 身N量 の増加, お よびそれに伴 う光合成 関連 タ

ンパ ク質量の増加によるものであった. この よ うな葉 面積 あた りの光合成速度

の増加が, 赤色光 に青色光 を付加す ることによる乾物生産促進に関わっている

可能性がある.

一 方 で, 既 往 の 研 究 に よ り, 個 体 の 成 長 速 度 は 単 葉 の 光 合 成 速 度 の み で 必

ず し も 説 明 で き る も の で は な い こ と が 示 され て き た (Stitt and Schulze 1994,

Lawlor 1995, Poorter and Nagel 2000). 一 般 に 個 体 の 成 長 速 度 は 個 体 乾 物 重 あ

た りの 乾 物 生 産 速 度, す な わ ちRGR (Relative Growth Rate, 相 対 成 長 速 度) と

して 表 され る (Stitt and Schulze 1994). RGRは, 次 の2つ の パ ラ メ ー タ の 積

と して 表 す こ とが で き る.

RGR= NAR×LAR  (6)

NAR (Net Assimilation Rate, 純 同化 速 度) は, 1日 か ら数 日間 で積 算 した 個

体 全 体 での 純 光 合 成速 度 (明 期 の 光合 成 と明 期 お よび 暗 期 の 呼吸 を含 む) を,

時 間 あた り, 個 体 の総葉 面 積 あ た りで 表 した もの で あ る. この こ とか ら明 らか

な よ うに, NARは 成 育 中 の あ る一 時 点 にお い て測 定 した 単葉 の光 合 成速 度 を

必 ず しも反 映 す る もので は な い. LAR (Leaf Area Ratio, 葉 面積 比) は, 個 体 乾

物 重 に対す る総 葉 面積 の比 率 で あ る. 赤 色 光 に青 色 光 を付加 して長 期 間 照射 す
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る こ とに よる成 長速 度 の 増加 を もた らす 要 因 を 明 らか にす るた めに は, 個 葉 の

光 合 成 速度 だ けで な く, NARとLARに つ いて も調 べ る必要 が あ る.

LARは さ らに以 下 の2つ のパ ラ メー タの積 と して表 され る.

LAR= LWR×SLA  (7)

LWR (Leaf Weight Ratio, 葉 重比) は個 体乾 物重 中 に 占め る葉身 乾 物重 の割 合

で あ り, SLA (Specific Leaf Area, 比葉 面積) は葉 身乾 物 重 あた りの総 葉面 積 で

あ る. この よ うに, 植 物 が葉 身 に どれ だ けバ イオ マ ス を投 資 した か, また そ の

バ イ オマ ス を使 って どれ だ け葉 面 を展 開 した か につ い て も, 乾物 生 産 に影響 を

及 ぼす 因 子 と して調 査す る必 要 が あ る.

また, 長 期 的 な光 強度, 温 度, CO2濃 度 な どの 環 境 変 化 に対 す るイ ネ の 応

答 を調 べ た研 究 で は, イ ネ は 個 体 レベ ル で 葉身 へ のN投 資 率 を変 え る こ とに

よっ て, 個 体全 体 の光合 成 効 率 を調 節 してい る と指 摘 され て い る (Makino et al.

1997a, 1997b, Nakano et al. 1997, Ohashi et al. 2000).

そ こ で本 節 で は, 赤 色 光 お よび 赤 青 混 合 光 照 射 下 で成 育 した イ ネ の成 長解

析 と葉 身 へ のN分 配 に 関 す る調 査 を行 った. ま た, 異 な る葉 位 のN量,

Rubisco量 お よびChl量 に つ い て も調 べ た. これ らの 結果 か ら, 赤 色 光 へ の

青 色 光 の付 加 に よ る乾物 生産 促 進 に 関 わ る個体 レベ ル で の要 因 につ いて 考察 し

た.
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3.2 材 料 お よび方 法

3.2.1 供試 植 物, 成 育 条件 お よび光 環 境 条件

供 試 植 物 に は イ ネ (Oryza sativo L. 品 種: 日本 晴, サ サ ニ シ キ) を 用 い た.

成 育 条 件, 光 質 処 理 区, 栽 培 装 置 お よ び 光 環 境 測 定 に つ い て は, 本 章2.2.1

お よ び2.2.2と 同 様 と した. 光 質 処 理 中 の 総PPFDは 両 光 質 処 理 区 と も に

380μmolm-2s-1と した. 総PPFDが 本 章 第2節 と異 な る の は, LEDの 劣 化

に よ る も の で あ る. 両 光 質 処 理 区 と も に, 総PPFD240μmolm-2s-1と380

μmolm-2s-1と の 間 に 顕 著 な 成 育 の 差 異 は観 察 され ず, こ の 範 囲 の 総PPFDの

差 は 無 視 で き る も の と考 え られ た. 水 耕 液 の 無 機N濃 度 は標 準 濃 度 (播 種 後

49日 目 に2mmol L-1, Table 1参 照) と した.

3.2.2 成 長解 析 お よび 窒 素定 量

播 種 後21日 目か ら7日 目ご とに, 明期 開 始後 約6h後 に サ ンプ リン グを

行 っ た. 植 物 個体 を葉 身, 葉 鞘, 根 にわ け, 新鮮 重 お よび総葉 面 積 を測 定 した

後80℃ で3-7日 間乾 燥 させ, 乾 物 重 を測 定 した. いず れ の光 質 処理 区 にお

い て も, 試 験 期 間 を通 して茎 の発 達 は認 め られ な か った.

移 植 後35日 目 と56日 目 に お け る器 官 別 乾 物 重 お よ び 総 葉 面 積 の 測 定 値

を 用 い て, 個 体 の 成 長 解 析 を 行 っ た. RGR, NAR, LAR, LWRお よ びSLA

は, 以 下 の よ うに 定 義 され る (Radford 1967).

(8)

(9)
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(10)

(11)

(12)

こ こ で, Wは 個 体 乾 物 重, Aは 総 葉 面 積, Lは 葉 身 乾 物 重, tは 時 間 で あ

る. 実 際 に は, W, A, Lが 時 間 の 経 過 と と も に 指 数 関 数 的 に 増 加 す る と い う

仮 定 を お き, 次 の 式 よ り求 め た (Peterson and Neofotis 2004).

(13)

(14)

(15)

(16)

(17)

こ こ で, W1お よ びW2, A1お よ びA2, L1お よ びL2は, そ れ ぞ れ 時 刻

t1お よ びt2に お け る個 体 乾 物 重, 総 葉 面 積, 葉 身 乾 物 重 で あ る.

器 官 別N定 量 のた め, 各器 官 の 乾物 サ ン プル を卓 上 型 ボー ル ミル (MM301,
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独 国 Retsch GmbH社 製) を 用 い て 微 粉 砕 し, 約 10mgを ス ピ ッ ツ 管 に 秤 量

した. これ に 100μLの 60% H2SO4 (精 密 分 析 用) を加 え, 本 章2.2.4に 記

述 し た 方 法 と 同 様 に, Kjeldahl分 解 後, Nessler法 に よ りサ ン プ ル 中 のNを

定 量 した. た だ し, Kjeldahl分 解, 遠 心 後 の 上 清 を, 葉 身 で は100μL, 葉 鞘

お よ び 根 で は 150μL分 取 し, そ れ に 1% H2SO4 (精 密 分 析 用) を加 え 500μL

と し, Nessler法 に 供 した.

3.2.3生 化 学 分 析

各 個 体 に お い て 葉 齢 が 8.0-8.3の 時 (播 種 後56-63日 目) に, 主 桿 第 6-8

葉 の 葉 身 を 葉 位 別 に サ ン プ リン グ し, 本 章 2.2.3に 記 述 した 方 法 で 葉 身 N,

Rubiscoお よ びChlを 定 量 した.

3.2.4統 計 処 理

光 質 処 理 区 の 有 意 差 検 定 はt検 定 に よ り有 意 水 準5%で 行 っ た. 統 計 処 理

に は 統 計 解 析 ソ フ トウ ェ ア (JMP Ver.6.0.0, 米 国SAS社 製) を用 い た.

―48―



3.3結 果

3.3.1成 育

サ サ ニ シキお よび 日本 晴 の, 光 質 処理 開始 日 (播 種 後21日 目) 以 降 の個 体

乾 物 重お よび 総葉 面積 の経 時 変 化 をFig. 12に 示す. 播 種後35日 目ま で は,

サ サ ニ シキお よび 日本 晴 と もに, 個体 乾 物 重 と総 葉 面積 には光 質 処理 区間 に有

意 な 差 は認 め られ な か っ た. 播 種後42日 目以 降 は,サ サ ニ シ キで はRB区

の 個 体 乾 物 重 と総 葉 面 積 が, また 日本 晴 で はRB区 の 総 葉 面積 が, そ れ ぞれ

R区 よ り有 意 に増 加 した. 日本 晴 の個 体 乾物 重 は, 播種 後42日 目お よび49

日目のい ず れ にお い て も光 質 処理 区間 に 有意 な差 は認 め られ な か った もの の,

RB区 の 方 がR区 よ り も大 き い 傾 向 に あ っ た. 光 質 処 理 最 終 日 (播 種 後56

日 目) のRB区 の 個 体 乾 物 重 は, R区 の そ れ と比 較 して, サ サ ニ シ キ で は

20%, 日本 晴 で は33%そ れ ぞれ 大 きか った. またRB区 の総 葉 面積 は, サ サ

ニ シキ で はR区 よ り30%, 日本 晴 で はR区 よ り35%そ れ ぞ れ 大 き か った.

播 種 後56日 目の器 官 へ の乾 物 分配 をTable3に 示 す. サ サ ニ シ キ, 日本 晴 と

も に, 根 へ の 乾 物 分 配 の割 合 はRB区 に お い て有 意 に高 く, 葉 鞘 へ の割 合 は

RB区 にお いて 著 しく低 か っ た. 葉 身 へ の乾 物 分配 の割 合 は, サ サ ニ シ キに お

い て は有 意 差 は な い もの の, 両 品種 とも にRB区 の方 が 高 い傾 向 に あ った.

分 げつ は 品種 お よび 光質 処理 区 に よ らず 播 種後56日 目まで に は発 生 しな か っ

た. RB区 の葉 齢 は 両 品種 と もに播 種 後56日 目にお い て8.2-8.3で あ り, R

区 の7.8-7.9よ りも大 きい傾 向 に あ った. 播 種 後56日 目の草 丈 は, サ サ ニ シ

キで はR区 (64.4±0.88cm) とRB区 (64.5±0.90cm) の 間 に有意 な差 は な

く, 日本 晴 で はR区 (69.8±0.55) の方 がRB区 (67.2±0.92) よ り有 意 に大

きか っ た.
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3.3.2成 長解 析

播 種 後35日 目 と56日 目の測 定値 を 用 い て 個 体 の 成 長 解 析 を行 っ た. こ

の期 間 にお い て成 長解 析 を行 っ た の は, 光質 処 理 に よ る個 体 乾物 重 と総 葉 面積

の 差 が播 種 後35日 目以 降観 察 され, 56日 目に品種 に よ らずRB区 にお い て

有意 に 大 き くな っ たた めで あ る. RGRは サ サ ニ シキ と 日本 晴 の いず れ にお い

て も, RB区 の方 がR区 よ り有 意 に高 か った (Fig. 13A). RB区 にお ける高

いRGRに は, 両 品種 とも に高 いNARが 寄 与 して い た (Fig. 13B). しか し,

このNARに は, サ サ ニ シ キ で は 光 質 処 理 区間 に 有 意 な差 が 認 め られ た の に

対 して, 日本 晴 では 有意 な差 は認 め られ なか っ た. ま たサ サ ニ シ キにお い て は

LARもRB区 で 高 く, RGRの 向 上 に 貢 献 して い た (Fig. 13C). このLAR

の増 加 は, LWRとSLAの い ず れ も増 加 した こ とに よ る も の で あ っ た (Fig.

13D, E). これ らの 結果 は, RB区 のサ サ ニ シ キが, R区 と比較 して よ り広 く

薄 い 葉 身 を展 開 して い た こ とを示 して い る. 他 方, 日本 晴 で は, サ サ ニ シキ で

観 察 され た よ うな 形 態 的 な応 答 は 観 察 され な か った. LWRはRB区 の 方 が

R区 よ りも有 意 に 高か った もの の, SLAはR区 の 方 がRB区 よ りも大 きい

傾 向 にあ っ た (Fig. 13D, E). この こ とは, RB区 の 日本 晴 がR区 よ りも厚 い

葉 を形成 す る傾 向 に あ った こ とを示 してい る.

3.3.3窒 素分 配

Fig. 14に, 個 体 あ た りのN集 積 量, 葉 身 の葉 面 積 あ た りのN量, お よび

葉 身 の乾 物 重 あ た りのN量 を示 す. 個 体 あた りのN集 積 量 は, ササ ニ シ キ

と 日本 晴 の い ず れ に お い て も, RB区 の方 がR区 よ り有 意 に多 か っ た (Fig.

 14A). 葉 身 へ のN分 配 の割 合 は, RB区 の サ サ ニ シ キ (65.4±1.09%), 日

本 晴 (66.1±0.37%) と もに, R区 の サ サ ニ シキ (59.1±2.02%), 日本 晴 (60.0

±1.21%) よ り も有 意 に 高 か っ た. 個 体 の全 葉 身 で 平均 した 葉 面積 あた りのN
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量 は, サ サ ニ シ キ で は 統 計 的 に 有 意 な 差 は な い も の の, 両 品 種 と も にRB区

の 方 がR区 よ り も 多 い 傾 向 に あ っ た (Fig. 14B). サ サ ニ シ キ に お い て, RB

区 の 葉 面 積 あ た りのN量 の 増 加 は, 葉 身 乾 物 重 あ た りのN量 の 増 加 に よ る

も の で あ り (Fig. 14C), 葉 面 積 あ た りの 乾 物 重 (SLAの 逆 数) は む し ろRB

区 で 減 少 して い た (R区: 19.5±0.33gm-2, RB区: 18.4±0-31gm-2). 他 方,

日本 晴 に お け るRB区 の 葉 面 積 あ た りのN量 の 増 加 は, 葉 身 乾 物 重 あ た り

のN量 の 増 加 (Fig. 14C) と, 葉 面 積 あ た りの 乾 物 重 が わ ず か な 増 加 (R区:

19.7±0.34gm-2, RB区: 20.5±0.47gm-2) の 両 者 に よ る も の で あ っ た.

3.3.4 葉 位 別 の 窒 素 量, Rubisco量 お よ びchl量

Fig. 15に, サ サ ニ シ キ 第8葉, お よ び 日本 晴 第8, 7, 6葉 の 葉 面 積 あ た

りのN量, Rubisco量, Chl量 を 示 す. 播 種 後56日 目 に お い て, RB区 で

は 第8葉 が 最 上 位 完 全 展 開 葉 で あ っ た が, R区 で は そ の 数 日後 に 第8葉 が

完 全 展 開 した. そ こ でR区 で は 播 種 後56日 目 か ら63日 目の 間 に サ ン プ リ

ン グ を 行 っ た. サ サ ニ シ キ 第8葉 の 葉 身N量, Rubisco量 お よ びchl量 は

RB区 の 方 がR区 よ り も有 意 に 多 か っ た (Fig. 15). 日本 晴 の 各 葉 位 に お け

る これ らの 量 は い ず れ もRB区 の 方 がR区 よ り も有 意 に 多 か っ た (Fig. 15).

―51―



Fig. 12 Time courses of whole-plant dry weight (A, B) and total leaf area (C, D) of two

cultivars (Sasanishiki: A, C; Nipponbare: B, D) of rice plants. Plants were grown

hydroponically under R (open circle) or RB (closed triangle) from 21 d after germination.

Vertical bars represent standard error of the means (n=4). Means with an asterisk (*) are

significantly diffbrent by t test for each day (P<0.05).
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Table 3 Ratio of dry matter allocated to each organ at final harvest (56 d after 

germination).
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Fig. 13 Relative growth rate (RGR; A), net assimilation rate (NAR; B), leaf area ratio

(LAR; C), leaf weight ratio (LWR; D) and specific leaf area (SLA; E) of two cultivars

(Sasanishiki and Nipponbare) of rice plants between 35 and 56 d after germnation. Plants
were grown hydroponically under R or RB from 21 d after germination. Vertical bars

represent standard errors of the means (n=4). Within each cultivar, means with an asterisk

(*) are significantly different by t test (P<0.05).
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Fig. 14 Whole-plant N content (A), leaf N content per unit leaf area (LA)(B) and leaf N

content per unit dry weight (DW)(C) of two cultivars (Sasanishiki and Nipponbare) of rice

plants at final harvest. Plants were grown hydroponically under R or RB from 21 to 56 d
after germnation. Vertical bars represent standard errors of the means (n=4). Within each

cultivar, means with an asterisk (*) are significantly different by t test (P<0.05).
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Fig. 15 Leaf N (A, B), Rubisco (C, D) and Chl (E, F) contents per unit leaf area in rice

leaves at different positions on the main culms. Plants (Sasanishiki (A, C, E) and

Nipponbare (B, D, E) were grown hydroponically under R or RB from 21 d after

germination. Leaves were numbered from primary leaf after cotyledon. The 8th leaves
were the youngest and fully expanded. Vertical bars represent standard errors of the means

(n=6). Within each cultivar, means with an asterisk (*) are significantly different by t test

(P<0.05).
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3.4 考 察

RB区 にお け るRGRの 向 上 と個 体 乾 物 重 の 増加 に は, NARの 向上 が寄 与

して いた (Fig. 13B). NARの 向 上 は, 個 体 の光 合成 速 度 の増 加 また は呼 吸速

度 の減 少, あ るい はそ の 両者 に よっ て もた らされ る. RB区 で は, サ サ ニ シキ,

日本 晴 ともに, 個 体 レベ ル にお け る葉 面積 あ た りの葉 身N量 が多 か っ た (Fig.

14B). 日本 晴 を用 い て 葉位 別 の調 査 を行 った とこ ろ, 個 体 レベ ル にお け る葉

面 積 あた りの 葉 身N量 の増 加 に伴 い, どの葉位 に お いて も葉 面 積 あた りの葉

身N量 が 多 く, また 同 時 に葉 面積 あ た りのRubisco量 やChl量 も多 か った

(Fig. 15B, D, F). また サ サ ニ シ キで は最 上 位 完 全展 開葉 の み しか調 べ て い な

い もの の, 日本 晴 と同様 の傾 向が認 め られ た (Fig. 15A, C, E). これ らの結 果

は, い ずれ の 品種 に お いて も, RB区 の葉 面積 あた りの光 合成 速 度 が, R区 よ

りも高 か っ た こ とを示唆 して い る. 暗 呼吸 速度 につ い て は, 本 研 究 で は調査 は

行 わ なか っ た. シ ラカバ 組 織培 養 苗 で は, 暗 呼吸 速度 は 明期 中 の照射 光 の 光質

に影 響 を受 け な い こ とが報 告 され て い る (SabΦ et al. 1995). また, 一 般 にイ

ネ 葉 身 の 呼 吸速 度 は お よそ1-2μmolm-2s-1で あ る (例 えばSato and Kim 1980,

Makino et al. 1988な ど). この値 は, 成 育環 境 とほ ぼ同様 のPPFD (250μmol

m-2s-1) 下 で の純 光合 成 速 度 に比 べ て も低 い (Fig. 6参 照). この こ とか ら,

仮 に光 質 処理 区 間の 呼 吸速 度 の 間 に あ る程 度 の差 が あっ た と して も, 光 合成 速

度 の差 を覆 す ほ どの もので は な い と推 察 され る. この こ とか ら, RB区 の 高 い

NARは, 光 合 成 速度 の増 加 に よる もの で あ る こ とが 強 く示唆 され る.

RB区 にお け る葉 面 積 あ た りの葉 身N量 の増 加 は, 個 体 全 体 のN集 積 量

の増 加 と, 葉 身 の 乾 物重 あ た りのN量 の増 加 に よ る もの で あっ た. この こ と

か ら, 赤 色 光 に青 色 光 を付 加 す る こ とで, Nの 吸収 あ る い は還 元 が 促 進 され,

そ の こ とが結 果 的 に 葉 面積 あた りの 葉身N量 の増加 を もた ら した ので は な い
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か と推 察 され る. 一 般 に, 青 色 光 照 射 に よ っ て 気 孔 の 開 口の 促 進 (Sharkey and

Raschke 1981, Karlsson 1986) や 硝 酸 還 元 酵 素 (nitrate reductase, NR) 活 性 の 増

大 (Sasakawa and Yamamoto 1979, Ohashi et al. 2006) が 起 こ る こ とが 知 られ て

お り, こ れ ら の 現 象 がNの 吸 収 や 還 元 の促 進 に 繋 が っ た 可 能 性 が 考 え られ る.

サ サ ニ シ キ で は, LARの 増 加 もRB区 に お け るRGRの 増 加 に 貢 献 して い

た (Fig.13C). こ のRB区 に お け る 葉 身 の よ り大 き な 展 開 は, 葉 身 へ の バ イ

オ マ ス 投 資 率 の 増 加 (Fig. 13D) と, バ イ オ マ ス あ た り の 葉 面 積 の 拡 大 (Fig.

13E) に 起 因 して い た. こ の よ うな 形 態 的 な 応 答 も, 個 体 の 光 合 成 の 増 加 に 関

わ っ て い た と考 え られ る. し か し 日本 晴 に お い て は, 青 色 光 に よ っ て 葉 身 へ の

バ イ オ マ ス 投 資 率 が 高 くな る応 答 は 認 め られ た も の の, 薄 く広 い 葉 面 の 展 開 と

い っ た 応 答 は 観 察 され な か っ た (Fig. 13C). Schuerger et al.(1997) は, トウ

ガ ラ シ を 用 い て, 照 射 光 中 の 青 色 光 強 度 が 高 い ほ ど葉 肉 細 胞 の 大 き さが 向 軸 方

向 に 増 加 し, そ れ に 伴 っ て 葉 の 厚 さ も 増 加 す る こ と を 報 告 して い る. ま た, 青

色 光 成 分 を 全 く含 ま な い 照 射 光 下 に お い てSLAが 増 加 す る とい う応 答 が, ダ

イ ズ (Britz and Sager 1990) や トウ ガ ラ シ (Brown et al. 1995) に お い て 認 め ら

れ て い る. こ の こ と か ら, 光 質 が 葉 の 発 達 に及 ぼ す 影 響 は, 植 物 種 間 や 品 種 間

に よ っ て 異 な る も の と考 え られ る. これ ま で に, 葉 の 厚 さな ど の 形 態 形 成 を制

御 す る 青 色 光 受 容 体 は 見 つ か っ て い な い. 青 色 光 受 容 体cry1, cry2, phot1を

欠 損 した シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ 突 然 変 異 体 は, 光 強 度 に 応 じて 葉 の 厚 さ を 変 え る こ と

が で き る (Weston et al. 2000) こ とか ら, こ れ ら の 青 色 光 受 容 体 は 葉 の 厚 さの

制 御 に は 関 わ っ て い な い も の と考 え られ る.

Makino et al.(1997b) とOhashi et al.(2000) は, 葉 身 へ のN投 資 率 を 高 め

る こ と が, 個 体 レベ ル で の 光 合 成 を 高 め る 上 で 重 要 な応 答 で あ る と指 摘 して い

る. 本 研 究 で は, い ず れ の 品 種 に お い て も, RB区 の 方 がR区 よ り も 葉 身 へ

よ りNを 投 資 す る応 答 を 示 して い た. こ の よ うな 応 答 も 個 体 の 光 合 成 や 乾 物
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生 産 を向上 させ る こ とに貢献 して い た とい え る.

以 上 よ り, 赤 色 光 に青 色 光 を 付加 して 長 期 間照 射 した イネ に お い て, 赤 色

光 単 独 照 射 よ りも乾物 生産 が促 進 す る こ とが示 され た. これ には お もにNAR

の 向 上 が 寄 与 して い た. 青 色 光 の 付 加 に よ るNARの 向 上 は, サ サ ニ シ キ と

日本 晴 で そ の 向上 の程 度 は異 な って は い た もの の, いず れ の 品種 にお いて も起

こっ て い た. NARの 増 加 は個 体 レベ ル の葉 面 積 あ た りのN量 の増 加 を伴 っ

て お り, 葉 身N量 の増 加 はRubisco量 お よびChl量 の増 加 を伴 っ て い た.

またサ サ ニ シキ で は, 葉 身 を薄 く広 く展 開す る応 答 も乾物 生 産 向上 に寄与 して

い た. 他 方 日本 晴 で はそ の よ うな形 態 的 な変 化 は認 め られ なか っ た. さ らに,

両 品種 と もにRB区 にお い て葉 身 へ のN投 資率 が増 加 して お り, この こ と

も乾物 生産 促進 に 関 わ る因子 の1つ で あっ た.
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4. 結論

本 章 で は, 赤 色 光 に低 強 度 の青 色 光 を付 加 して長 期 間照 射 す る こ とに よ る

乾 物 生産 促 進 を もた らす要 因 を明 らか にす るた め, イネ を材 料 と して, 個 葉 の

光 合成 特 性 (第2節) お よび個 体成 長 (第3節) につ いて調 べ た.

個 葉 の光 合成 特 性 の解 析 の 結果, 赤 色 光 に青 色光 を付加 して 照射 す る と, 赤

色 光 単独 照射 に比 較 して, イネ 葉 身 のN量 が増 加 し, それ に伴 っ て 白色 光 下

で の 光合 成 速 度 が増加 した. これ は, 葉 身N量 の増加 と とも に, 光 合 成 関連

タ ンパ ク質 量 も増 加 した こ とに よる もの で あ る と考 え られ た. ま た実 際 の成 育

環境 の 光質 下 にお け る光 合 成 速度 も, RB区 の 方 が高 か った で あ ろ うと推 察 さ

れ た.

個 体 成 長 の解 析 の結 果, 赤 色 光へ の 青 色光 の付 加 に よるイ ネ の乾 物生 産促 進

に は, NARの 向 上 が 大 き く寄与 す る こ とが 明 らか とな った. ま たサ サ ニ シ キ

で は, 青 色 光 の付 加 に よ る個 体 レベ ル で の葉 面 の拡 大 も乾物 生産 向上 に寄 与 し

て い た. 日本 晴 で はそ の よ うな形態 的 な応 答 は認 め られ なか った. この よ うに,

乾物 生 産 促 進 に対 す る形 態 的 特性 の寄 与 は, イ ネ の 品種 に よ って異 な る こ とが

わ か っ た. さ らに, 青色 光 の付 加 に よ り, 個 体 レベ ル にお い て葉 身 へ のN投

資 率 が増加 した. この こ とも乾 物 生産促 進 に寄 与す る要 因 の1つ で あ った.

第2節 に お い て, 実際 の成 育 環 境 下 に お け る単 葉 の 光合 成 速 度 は, 赤 色 光

に青色 光 を付加 した条 件 下 にお い て高 か っ たで あろ うと考察 した が, そ の よ う

な葉 面積 あた りの光 合 成速 度 の増加 と個 体 の乾 物 生産 の促 進 との 因果 関係 につ

い て は第2節 で は述 べ な か った. 第3節 にお い て, 赤 色光 へ の青 色 光 の付加

に よ る 乾物 生 産 の促 進 にNARの 増 加 が貢 献 して い た こ とか ら, 個 葉 の光 合

成 速度 の増 加 は, 個 体 の 乾物 生 産促 進 に貢 献 した とい え る.
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第3章

ホ ウレン ソウの光順化応答 における青色光の作用
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1. 序 論

長 期 的 に 青 色 光 を 照 射 して 成 育 させ た 植 物 と, 赤 色 光 を 照 射 し て 成 育 させ

た 植 物 との 間 に は, そ の 光 合 成 特 性 や 形 態 に い くつ か の 特 徴 的 な 差 異 が観 察 さ

れ る. 青 色 光 照 射 下 で 成 育 した 植 物 葉 で は, 赤 色 光 照 射 に 比 較 して, 白 色 光 の

強 光 下 で 測 定 した 光 合 成 速 度 が 高 い (Atriplex triangularis: Leong and Anderson

1984a, ス ズ ラ ン ・オ オ ム ギ ・ トウモ ロ コ シ: Bukhov et al. 1995, シ ラ カ バ 組 織

培 養 苗: Saebo et al. 1995). ま た, 青 色 光 照 射 下 で 成 育 した 植 物 葉 に お い て,

Chl a/b比 が 高 く (Lichtenthaler et al. 1980, Leong and Anderson 1984a, Eskins et

al.1989, Lopez-Juez and Hughes 1995), Cyt f量 (Leong and Anderson 1984a,

Lopez-Juez and Hughes 1995) お よ びRubisco量 (Eskins et al. 1991, Lopez-Juez

and Hughes 1995) が 多 い こ と も報 告 され て い る. さ ら に 解 剖 学 的 に は , 青 色 光

照 射 下 で 成 育 した 葉 の 方 が, 赤 色 光 照 射 下 で 成 育 した 葉 よ りも, 葉 肉 細 胞 や 葉

の 厚 さ が 厚 く (Schuerger et al. 1997), 葉 面 積 あ た りの 葉 乾 物 重 が 大 き い

(Britz and Sager 1990, Brown et al. 1995, Hanyu and Shoji 2000a, 2000b, Dougher

and Bugbee 2001) こ と も知 られ て い る. 青 色 光 照 射 下 で 成 育 した 葉 に お い て 観

察 され る こ れ ら の 特 徴 は, 白 色 強 光 下 で 成 育 した 植 物 葉 の 特 徴 に 類 似 し て お り,

赤 色 光 照 射 下 で 成 育 した 植 物 葉 の 特 徴 は 白色 弱 光 下 で 成 育 した 葉 の そ れ に類 似

し て い る. こ の こ とか ら, 青 色 光 が 光 順 化 を誘 導 す る シ グ ナ ル と して 作 用 す る

の で は な い か とい う仮 説 が 提 唱 され て い る (Senger and Bauer 1987, Anderson et

al. 1995). 一 般 に 光 順 化 応 答 と は, 植 物 が 成 育 環 境 の 光 強 度 に 応 じ て ガ ス 交

換 特 性, 光 合 成 の 生 化 学 的 特 性, 形 態 的 特 性, 光 阻 害 に 対 す る 耐 性 な ど を変 化

さ せ る 応 答 の こ と を 指 す (for reviews, see Boardman 1977, Bjorkman 1981,

Anderson 1986). 光 順 化 応 答 は, 成 育 環 境 の 光 強 度 下 に お い て 光 エ ネ ル ギ を

効 率 よ く光 合 成 や 成 長 に 利 用 す る た め の 積 極 的 な 応 答 で あ る と考 え られ て い る
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(for reviews, see Evans 1989, Terashima and Hikosaka 1995).

これ までの研 究の多 くは, 着色蛍 光灯 に光学 フィル タを組み合わせたもの

を光源に用いていた. そのため, 植物 が照射光 中に含 まれ る青色光の有無を感

知するのか, あるいは青色光強度 を感知す るのかについては明確になっていな

い.

そ こで本 章 で は, 青 色 光 強 度 と光 順 化 応 答 との 関係 を 明 らか にす る こ と を

目的 と した. 供 試 植 物 にホ ウ レン ソ ウを用 い て, PPFDは 同 じ (300μmol m-2

s-1) で青 色 光PFDの 異 な る (0, 30, 100ま たは150 μmol m-2 s-1) 赤 青混 合

光照 射 光 下 で約1ヶ 月 間 成 育 させ た. 照 射 光 の 光源 に は, 前 章 と同様 に青 色

と赤 色LEDを 用 い た. こ の 光 源 を 用 い る こ と に よ り, 青 色 光PFDと 総

PPFDを 独 立 に調 節 す る こ とが可 能 で あ る. この よ うな条件 下 で成 育 させ た ホ

ウ レン ソ ウの, 個 葉 レベ ル の光 順 化 に 関 わ る特 性 (第2節) お よび個 体 レベ

ル の 光 順 化 に 関 わ る特 性 (第3節) につ い て調 べ た. そ して, 低 青色 光 強度

に対 す る植 物 の応 答 と, 弱 光 に順 化 した植 物 で観 察 され る応 答 との類 似性 を評

価 基 準 と して, 光順 化 にお け る青 色 光 の作用 につ い て検 討 した. なお 実験 材 料

と して ホ ウ レン ソウを選 択 した理 由は, 予備 実 験 に よ り, 本 研 究 で設 定 した栽

培 光 のPPFD (300 μmol m-2 s-1) 付 近 の低PPFDの 範 囲 で も光 順化 応 答 が明 瞭

に観 察 され た た めで あ る.
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2. 青 色 光 強 度 とホ ウ レン ソ ウの個 葉 レベル にお け る光順 化 応 答 との関係

2.1 は じ め に

既往の研究において, 青 色光が影響 を及 ぼす とされ る光順化応答はおもに

個葉の光合成特性や形態に関するものである. そこで本節ではまず, 青色光強

度 と個葉 レベル での光順化応答との関係を調べた.

一 般 に, 弱 光 に 順 化 した 植 物 葉 (弱 光 順 化 葉) で は, 強 光 に 順 化 し た植 物 葉

 (強 光 順 化 葉) に 比 較 し て, 葉 面 積 あ た りのN量 が 少 な く, そ れ に 伴 っ て 強 光

下 で の 光 合 成 速 度 が 低 い (Hirose and Werger 1987, Walters and Field 1987, Sims

and Pearcy 1989, Makino et al.1997b). 弱 光 順 化 葉 に お い て 葉 面 積 あ た りのN

量 が 少 な い こ と は, お も に 葉 面 積 あ た り の 乾 物 重 が 小 さ い こ と に 起 因 す る

(Sims and Pearcy 1994, Evans 1996, Niinemets 1997, Evans and Poorter 2001). 葉

面 積 あ た りの 乾 物 重 は葉 の 厚 さ の 指 標 と され て い る. す な わ ち, 弱 光 下 で は葉

を 薄 く し, そ の 分 葉 面 を よ り広 く 展 開 す る. この よ うに, 植 物 は 強 光 に 対 して

は 葉 面 積 あ た りの 光 合 成 速 度 を 高 め よ う と し, 弱 光 に 対 して は 受 光 量 を 高 め よ

う とす る応 答 を 示 す.

ま た 葉 緑 体 の 特 性 と して, 弱 光 順 化 葉 で は, 強 光 順 化 葉 に 比 較 して, 相 対

的 に 集 光 反 応 に 関 わ る タ ン パ ク 質 量 が 多 く, 光 合 成 電 子 伝 達 に 関 わ る タ ン パ ク

質 量 が 少 な い (Leong and Anderson 1984b, 1984c, Evans 1987, Terashima and

Evans 1988, De la Torre and Burkey 1990a, 1990b). す な わ ち, 植 物 は 光 強 度 に

応 じて 光 合 成 系 タ ン パ ク 質 間 のN分 配 を 変 化 させ る. こ の 応 答 は, 弱 光 下 で

の 光 合 成 を 律 速 す る集 光 反 応 (第2章2.1お よ びFig.1, 2参 照) に 対 して

よ り多 く のNを 投 資 す る こ と で, 弱 光 下 に お け る 光 合 成 の 効 率 を 高 め よ う と

す る 応 答 で あ る と解 釈 され て い る. な おCO2固 定 能 力 の 指 標 で あ るRubisco
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へ のN分 配 に は, 弱 光 植 物 と強 光 植 物 との 間 に ほ とん ど差 は認 め られ な い

(Makino et al. 1997b, Hikosaka 2005, Miyake et al. 2005) .

以 上 を ふ ま え本 節 で は, 異 な る青 色 光 強 度 下 で成 育 した ホ ウ レン ソウ葉 に

お い て, 飽 和 光 下 で の光 合 成 速度, 葉 面 積 あ た りのN量, 葉 の厚 さ, お よび

集 光 因子 と電 子 伝 達 系 因子 間 のN分 配 (Table 4) を比較 す る こ とで, 個 葉 レ

ベ ル での 光順 化 応 答 にお け る青 色 光 の作 用 を評 価 す る こ と と した .
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Table 4 Representative acclimation responses of higher plants to growth irradiance at the

single-leaf level.
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2.2 材 料 お よび 方 法

2.2.1 供 試 植 物 お よ び 成 育 条 件

供 試 植 物 に は ホ ウ レ ン ソ ウ (Spinacia oleracea L. 品 種: メ ガ トン) を 用 い た.

ポ リプ ロ ピ レ ン製 容 器 (L: 190mm×W: 330mm×H: 100mm) 中 の バ ー ミキ ュ

ラ イ トに 播 種 し, 三 波 長 型 白 色 蛍 光 灯 (FPL55EX-L, 岩 崎 電 気 (株) 製) を 備

え た イ ン キ ュ ベ ー タ (MIR-553, 三 洋 電 機 (株) 製) 内 で7日 間 育 苗 した. イ

ン キ ュベ ー タ 内 はPPFD: 150 μmol m-2 s-1, 明 暗 周 期: 明 期12h/暗 期12h,

気 温: 明 期25±1℃/暗 期20±1℃ に 調 節 した. 1日1回 約500mLの 水

道 水 を灌 水 し た. 播 種 後7日 目 に成 育 の 揃 っ た 個 体 (草 丈: 約5cm, 子 葉 長:

約3 cm) を18-24 個 体 選 抜 した. 蓋 の 中 心 部 に 円 状 の 穴 (φ: 20mm) を 開 け

た 内 容 積 約500 mLの ポ リエ チ レ ン製 円 柱 褐 色 ボ トル (φ: 75mm×H: 150mm)

に, 1ボ トル あ た り1個 体 ず つ を移 植 し た. 背 軸 の 子 葉 の 下 部 約1cmの 位

置 に ウ レ タ ン材 を 巻 き, 植 物 体 が ボ トル の 穴 の 位 置 で ウ レ タ ン材 に よ っ て 支 持

さ れ る よ うに した. 移 植 日か ら, 三 波 長 型 白 色 蛍 光 灯 ま た はLEDパ ネ ル (岩

崎 電 気 (株) 製) を備 え た イ ン キ ュ ベ ー タ 内 で 水 耕 法 で 栽 培 した. LEDパ ネ ル

は, 青 色LEDの 個 数 が1,296個 で あ る 以 外 は, 第2章 で 用 い た も の と 同様

で あ る.

播 種 後7日 目か ら光 処 理 を 開 始 した. 光 処 理 区 は, PPFDの 異 な る 白色 光

を 照 射 す る 対 照 区 と, 総PPFDは 同 じで 青 色 光PFDの 異 な る 赤 青 混 合 光 を

照 射 す る 青 色 光 処 理 区 を設 け た. 対 照 区 は, 90μmol m-2 s-1 の 白色 光 を 照 射 す

るWL区 と, 300 μmol m-2 s-1の 白色 光 を 照 射 す るWH区 の 計2処 理 区 と

した. ま た 青 色 光 処 理 区 は, 青 色 光/赤 色 光PFDを0/300 μmol m-2 s-1と

す るB0区, 30/270μmol m-2 s-1 とす るB30区, 100/200 μmol m-2 s-1と す

るB100区, お よ び150/150 μmol m-2 s-1 とす るB150区 の 計4処 理 区 と
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した. 総PPFDは すべ て の青 色光 処 理 区 で300μmol m-2 s-1で あ る. 各 光 処

理 区の 分光PFDをFig. 17に 示す. なお, 白色蛍 光 灯 の400-500nmの 青色

光 比 率 は お よそ11%で あ り, WL区 お よびWH区 の青 色 光PFDは そ れ ぞ

れ10お よび33μmol m-2 s-1で あ っ た. そ の他 の イ ン キ ュベ ー タ内 の環境 要

素 は明 暗周 期: 明期12h/暗 期12h, 気 温: 明 期20±1℃/暗 期15±1℃

に調 節 した. PPFDは 光源 下約10cmに て調 節 し, 常 に そ の位 置 に植 物 体 最

上面 が位 置す る よ うに, 植 物 の成 育 に合 わせ て ボ トル を載 せ た棚 の位 置 を下 げ

た. ま た全 個 体 の処 理 期 間 中の積 算受 光量 を均 一 にす る 目的 で, 1日1回 ボ

トル の位 置 を入 れ 替 えた. Fig. 16に 青 色 光 処理 区 のイ ンキ ュベ ー タ内 部 の 写

真 を示 す. イ ンキ ュベ ー タ 内 の気 温 お よび 相 対湿 度 の 測 定 は第2章2.2.1

と同様 の方 法 で 行 っ た. 相 対 湿 度 の制 御 は行 わ な か った. 流 量30Lmin-1の

エ ア ポ ン プ を用 い て, 外気 をイ ンキ ュベ ー タ内 に供 給 した.

水耕 液 は, 2molL-1HClでpH6.0±0.1に 調整 した水 温20±1℃ の水 道水

を用 い て調 製 した. 水耕 液 の組成 は, N濃 度 を8mmolL-1 (6mmolL-1 NaNO3

お よび1mmolL-1NH4NO3) と した以 外 は, Makino et al.(1988) に した が った.

標 準濃 度 の水耕 液 の組成 をTable5に 示 す. 水 耕液 の濃度 は, 植 物 体 の成 育 に

あわ せ て段 階 的 に調 製 した. 移 植 日の水 耕 液 は標 準 濃 度 の1/2, 移植 後5日

目以 降 は標 準 濃 度 と した.

サ ンプ ル には, 播 種 後32日 目以 降 の 最 上位 完 全 展 開葉 (第2, 3葉) を用

い た. 葉齢 の差 に起 因す る個体 間 の光合 成 速度, 光 合成 系 タンパ ク質 量 お よび

N量 の 差 を低 減 させ るた め, 各 個 体 に お いて 対 象 とす る葉 の長 さが10-15cm

程 度 の ときに サ ン プ リン グ した. LHCIIお よび葉 身Nの 定量 の た めの サ ンプ

ル は, 葉 を葉 柄 か ら切 り離 した後, す みや か に新鮮 重 と葉 面積 を測 定 しポ リエ

チ レン製 サ ンプ リン グバ ッグに入 れ, 定量 に供 す るま で-80℃ で凍 結 保存 し

た. Cyt f定 量 用 の サ ンプル は, 葉 を葉 柄 か ら切 り離 した後, す みや か に新鮮
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重 と 葉 面 積 を 測 定 し, 生 葉 を 定 量 に 供 し た. 葉 面 積 の 測 定 に は 自 動 面 積 計

 (AAM-9, 林 電 工 (株) 製) を 用 い た.

2.2.2 光 環 境 条 件

PPFDの 測 定 に は 光 量 子 セ ン サ (LI-190SA, LI-250, 米 国LI-COR社 製) を

用 い た. 分 光PFDは, ス ペ ク トロ メ ー タ (HR-2000, 米 国Ocean Optics製)

 を 用 い て 測 定 した0.4-0.5nmご と の 分 光 放 射 束 よ り算 出 した (Fig. 17).

第2章 2.2.2と 同 様 の 方 法 で 算 出 したPFR/PTOTALの 値 は, WL区 お よび

WH区 で0.85, B0区 で0.89, B30区 で0.88, B100区 で0.88, B150区 で

0.87で あ り, 光 質 処 理 区 に よ らず ほ ぼ 同 じで あ っ た. こ の こ と か ら, 光 質 処

理 区 間 に お い て, 可 逆 性phyの 作 用 の 差 異 は 無 視 で き る と考 え られ る.

2.2.3 光 合 成 速 度 測 定

ガ ス 交 換 速 度 の 測 定 は 第2章2.2.3と 同 様 の 光 合 成 測 定 装 置 を 用 い て

行 っ た. 測 定 は, PPFD: 1,800μmolm-2s-1, 外 気CO2分 圧: 36Pa, 葉 温: 25.0

±1.0℃, 飽 差:1.1±0.1kPaの 条 件 下 で 行 っ た.

2.2.4 生 化 学 分 析

凍 結 保 存 して お い た サ ン プ ル を, 新 鮮 重 の9倍 量 (1gに 対 して9mL) の

磨 砕bufferで, 氷 上 に 置 い た 乳 鉢 と乳 棒 を 用 い て 磨 砕 し, これ を 粗 抽 出 液 と

した. 磨 砕bufferは 第2章2.2.4に 記 述 した も の と同 様 で あ る. 以 下, こ

の 粗 抽 出 液 の 一 定 量 を 分 取 し, 第2章2.2.4に 記 述 した 方 法 と 同 様 の 方 法

で, 葉 身N, Cyt fお よ びLHCIIを 定 量 し た.
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2.2.5 統 計 処理

対 照 区 の 平 均 値 間 の有 意 差 検 定 はt検 定 に よ り, ま た青 色 光 処 理 区 の 平均

値 間 の 有 意 差 検 定 はTukeyのHSD検 定 に よ り, い ず れ も有 意 水 準5%で

行 った. 統 計 処 理 に は統 計解 析 ソ フ トウェア (JMP Ver.6.0.0, 米 国SAS社 製)

を用 い た.
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Fig. 16 Picture images of the incubators for treatments B0 (A), B30 (B), B100 (C) and 
B150 (D) containing 17-d-old spinach plants.
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Table 5 Elements, compounds used for the hydroponic solution and element 

concentrations at the standard strength for spinach.
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Fig. 17 Spectral PFD distributions of white-light control and blue-light treatments. White
light was provided from white fluorescent lamps at PPFDs of 90 (WL, A) and 300 (WH, B)

μmol  m-2 s-1, and mixtures of blue and red light were provided from blue and red LEDs at

blue/red PPFDs of 0/300 (B0, C), 30/270 (B30, D), 100/200 (B100, E) and 150/150 (B150,
F) μmol m-2 s-1. PFD per unit wavelength was measured for every 0.4-0.5 nm.
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2.3 結果 お よび 考 察

白色 光 の飽 和 光 下 で 測 定 した光 合 成速 度 は, 対 照 区で はWL区 の方 がWH

区 よ りも著 し く低 く, お よそ1/2で あ った (Fig. 18A). また, 光合 成 速度 と

同様 に, WL区 で は葉 面積 あた りのN量 も著 しく減 少 した (Fig.18C). 青色

光 処 理 区 にお い て は, 飽 和 光 下 にお け る光 合 成 速 度 はB100区 か らB0区 と

青 色 光強 度 が低 下す るに つれ て 低 下 した (Fig.18B). B100区 の葉 の 光合 成 速

度 は, B150区 の 葉 の そ れ とほぼ 同 じで あ っ た. 葉 面 積 あた りのN量 も, 光

合 成 速 度 と同様 に, 青 色 光 強度 が100μmol m-2 s-1以 下 の範 囲で, 青 色 光強 度

が低 い ほ ど低 下 す る傾 向 に あ った (Fig. 18D). B150区 の葉 面積 あた りのN

量 の 値 は, B100区 の値 よ りわず か に 少 なか っ た. この よ うに, 青色 光 が0-

100 μmol m-2 s-1の 範 囲 にお い て は, 低青 色 光 強度 下 で成 育 した植 物 ほ ど, 飽

和 光 下 で の光 合成 速 度 や葉 面 積 あた りのN量 の点 で 弱光植 物 に類似 した.

葉 面積 あ た りのN量 を, 葉 面積 あた りの葉 乾 物重 と, 葉 乾 物重 あ た りのN

量 に わ けて, さ らに 比較 を行 った. 対 照 区 で は, 葉 面積 あ た りの 葉 乾 物 重 は

WL区 がWH区 のお よ そ1/2と 著 し く小 さか っ た が, 葉 乾物 重 あ た りのN

量 はWL区 で わず か に増 加 す る傾 向 にあ っ た (Fig. 19A, C). この こ とは, 弱

光 順 化 に お け る葉 面 積 あ た りのN量 の減少 は, お もに葉 厚 の減 少 とい う形 態

的 な 変化 で説 明 で き る こ とを示 して い る. 他 方, 青色 光 強度 に依 存 した葉 面積

あ た りのN量 の 変 化 は, 葉 厚 の 変 化 と必 ず し も相 関 して い な か っ た (Fig.

19B). B0区 の 葉 面 積 あた りのN量 はB30区 のそ れ よ り約35%減 少 した

が, そ れ に は葉 面積 あた りの葉 乾 物 重 の減 少 (約20%) と葉 乾 物 重 あた りの

N量 の減 少 (約15%) の い ず れ もが 寄 与 してい た (Fig. 19B, C). ま たB30

区 とB100区 お よびB150区 の葉 面積 あ た りのN量 の差 (Fig. 18D) は, お

も に葉 乾物 重 あた りのN量 の差 に起 因す る もの で あっ た (Fig. 19D). この よ
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うに,青 色 光 強度 に依 存 した葉 面積 あ た りの葉 乾物 重 の 変化 は, 葉 面積 あ た り

のN量 の変 化 にわず か に寄 与 して い た もの の, そ の寄 与 の程 度 は光 順 化 にお

い て観 察 され る寄 与 の 程 度 と比 較 して 著 し く小 さか った. この こ とは, Fig.

18B, Dで 認 め られ た青 色 光 強度0-100 μmol m-2 s-1の 範 囲 にお け る光合 成速

度 や 葉 面積 あ た りのN量 の 変 化 が, 光 順 化応 答 とはみ なせ ない こ とを意 味 し

てい る.

次 に, 集 光 因子 と電 子伝 達 系因 子 間 のN分 配 につ い て調 べ た. 電子 伝 達 を

律 速 す る因 子 の1つ で あ るCyt fと, 集 光 反応 に 関わ る代表 的 な因子 で あ る

LHCIIを 定 量 し, それ らの 量 の比 率 を電 子 伝 達 系 因子 と集 光 因 子 間 のN分 配

の指 標 と した. 対 照 区で は, Cyt f/LHCII比 はWL区 の方 がWH区 よ りも

有 意 に低 く, WL区 で は相 対 的 に集 光 因子 に よ り多 くのNを 分 配 す る こ とが

確認 され た (Fig. 20A). 異 な る青 色 光強 度 下 で成 育 した植 物 にお い て は, Cyt

f/LHCII比 はB100区 か らB0区 まで青 色光 強 度 が低 下す る に したが っ て ほ

ぼ線 形 に 低 下 した (Fig. 20B). B100区 とB150区 との間 に は有 意 な差 は認

め られ なか っ た. この よ うに, 100 μmol m-2 s-1以 下 の範 囲 にお い て は, 青 色

光強 度 が低 い ほ どCyt f/LHCII比 が弱 光植 物 に近 づ く傾 向 に あ った. この こ

とか ら, 青 色 光 が 光順 化 の際 の集 光 因子 と電 子伝 達 系因 子 間 のN分 配 変 化 に

関 与 して い る可能 性 が 示唆 され た.

以 上 よ り, 低 強度 の青色 光 (本研 究 の条件 下で は100 μmol m-2 s-1以 下) が,

光 順 化 にお いて 葉緑 体 内 の タ ンパ ク質 量 を調 節 し, 葉 緑 体 の性 質 を改 変 させ る

応 答 に 関 わ っ てい る可 能性 が示 唆 され た. 他 方, 青色 光 は, 光 順化 の際 の葉 の

厚 さの 変化 に は関 わ って い な い もの と考 え られ た. 既 往 の研 究 に よって, 葉 緑

体 レベ ル で の光順 化 と, 葉 の形 態 レベル で の 光順 化 は異 な るメカ ニ ズ ムに よっ

て制御 され て い る可能 性 が 示唆 され て い る (Murchie and Horton 1998, Weston et

al. 2000, Yano and Terashima 2001). 青 色 光強 度 は, 弱 光 に対 す る葉 緑 体 レベ
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ル の 光 順 化 の み に 関 与 して い る の か も しれ な い.

こ れ ま で に, 青 色 光 以 外 に も, 光 順 化 の メ カ ニ ズ ム に 関 与 し て い る 可 能 性

の あ る 因 子 の 存 在 が 示 唆 さ れ て い る. 光 合 成 電 子 伝 達 系 の 酸 化 還 元 状 態

(redox state) は, 光 強 度 に 対 す る 光 合 成 能 力 や 非 光 化 学 的 消 光 (non-

photochemicai quenching) の 調 節 に 関 わ っ て い る と示 唆 され て い る (Gray et al.

1997, Huner et al. 1998). ま た, 植 物 は 葉 に含 ま れ る糖 濃 度 を モ ニ タ す る こ と

で, そ の 葉 が 置 か れ て い る 光 環 境 を 認 識 して い る 可 能 性 も 示 唆 さ れ て い る

(Ono et al. 2001, Terashima et al. 2005). さ ら に, シ ロ ザ に お い て は, 下位 葉 か

ら上 位 葉 へ 光 強 度 に 関 す る情 報 を伝 達 す る た め に, 光 合 成 産 物 を シ グ ナ ル 伝 達

物 質 と して 利 用 して い る 可 能 性 も提 唱 され て い る (Yano and Terashima 2001).

今 後 は, これ らの 因 子 と青 色 光 との 相 互 作 用 に つ い て 調 べ る必 要 が あ る.
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Fig. 18 Light-saturated rate of photosynthesis (A, B) and leaf N content per unit leaf area

(LA) (C, D) in spinach leaves grown under WL or WH (A, C) and under B0, B30, B100 or

B150 (B, D). Gas-exchange measurements were made at a PPFD of 1,800 μmol m-2 s-1, a

pCa of 36 Pa, a leaf temperature of 25℃, and a leaf-to-air VPD of 1.1±0.1 kPa. Light for

measurements were provided from a white halogen lamp. Vertical bars represent standard

errors of the means (n=4-6). Means with an asterisk (*) and with different letters are

significantly diffbrent by t test and by Tukey's HSD test, respectively (P<0.05). For

treatment codes, see Fig. 17.
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Fig. 19 Leaf dry weight (DW) per unit leaf area (LA)(A, B) and leaf N content per unit
DW (C, D) in spinach leaves grown under WL or WH (A, C) and under B0, B30, B100 or
B150 (B, D). Vertical bars represent standard errors of the means (n=4-12). Means with

an asterisk (*) and with different letters are significantly different by t test and by Tukey's
HSD test, respectively (P<0.05). For treatment codes, see Fig. 17.
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Fig. 20 The ratio of Cyt f content to LHCII content in spinach leaves grown under WL or
WH (A) and under B0, B30, B100 or B150 (B). Vertical bars represent standard errors of

the means (n=3-4). Means with an asterisk (*) and with different letters are significantly
different by t test and by Tukey's HSD test, respectively (P<0.05). For treatment codes,
see Fig. 17.
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3. 青 色 光 強 度 と ホ ウ レ ン ソ ウの 個 体 レベ ル に お け る 光 順 化 応 答 との 関 係

3.1 は じ め に

前 節 で は, 青 色 光 強 度 と 個 葉 レベ ル で の 光 順 化 応 答 と の 関 係 を 調 べ た. そ

の 結 果, 低 強 度 の 青 色 光 が 光 順 化 に お け る 集 光 因 子 と電 子 伝 達 系 因 子 間 のN

分 配 の 変 化 に 関 わ る 可 能 性 が 示 唆 され た.

一 方, 植 物 は 弱 光 下 に お い て, 個 体 全 体 で 葉 面 積 を 拡 大 す る な ど の 応 答 を

示 す こ と が 知 られ て い る (Crookston et al. 1975, Inada and Nishiyama 1987,

Makino et al. 1997b). Makino et al.(1997b) は, 弱 光 下 に お け る イ ネ の 成 長 を

調 べ た 結 果 か ら, イ ネ は 長 期 的 な 弱 光 に 対 して, 個 葉 の 光 合 成 特 性 を変 化 させ

て 応 答 す る と い う よ り も, む しろ 個 体 レベ ル に お い て 葉 面 を 拡 大 させ る な ど形

態 を 変 化 させ る こ とで, 個 体 の 成 長 速 度 を 高 く維 持 して い る と指 摘 した. こ の

よ うな 弱 光 下 に お け る葉 面 積 の 拡 大 は, 多 くの 植 物 種 に お い て 観 察 され て い る

(for a review, see Bjorkman 1981). こ の こ とか ら, イ ネ 以 外 の 高 等 植 物 に お い

て も, 葉 面 積 の 拡 大 を 含 む 個 体 レベ ル に お け る応 答 が, 光 順 化 応 答 と して 重 要

で あ る と 考 え られ る. そ こ で 本 節 で は, 青 色 光 強 度 が 個 体 レベ ル の 光 順 化 応 答

に 及 ぼ す 影 響 に つ い て 調 べ た.

一 般 に, 弱 光 に 順 化 した 植 物 で は, 強 光 に 順 化 した 植 物 と比 較 してLARが

高 い (Walters et al. 1993, Sims and Pearcy 1994, Makino et al.1997b). ま た 弱 光

植 物 で は, 個 体 全 体 のNの う ち, 葉 に 投 資 され るNの 割 合 が 高 い 傾 向 に あ

る (Makino et al.1997b). これ は, 光 合 成 器 官 で あ る 葉 に よ り多 く のNを 投

資 す る こ とで, 個 体 全 体 の 光 合 成 効 率 を わ ず か で も高 め よ う とす る応 答 で あ る

と 考 え られ て い る. さ らに 弱 光 植 物 で は, 葉 の 非 体 構 成 炭 水 化 物 (TNC) 量 が

著 し く少 な い (Noguchi et al. 1996, Makino et al. 1997b, Poorter et al.2006). こ
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れ は, 弱 光 下 で は光 合 成産 物 を集 積 せ ず, 効 率 よ く成 長 に利 用 してい るこ とを

反 映 した もの で あ る と解 釈 され て い る (Makino et al. 1997b).

以 上 を ふ ま え本 節 で は, 異 な る 青 色 光 強 度 下 で 成 育 した ホ ウ レン ソ ウの

LAR, 葉 へ のN投 資 率, お よび葉 のTNC量 (Table 6) を比 較 す る こ とで ,

個 体 レベ ル で の光 順 化応 答 に お け る青色 光 の作 用 を評価 す る こ と とした.
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Table 6 Representative acclimation responses of higher plants to growth irradiance at the

whole-plant level.
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3.2 材 料 お よ び 方 法

3.2.1 供 試 植 物, 成 育 条 件 お よ び 光 環 境 条 件

供 試 植 物 に は ホ ウ レ ン ソ ウ (Spinacia oleracea L. 品 種: メ ガ トン) を 用 い た.

成 育 条 件, 処 理 区, 栽 培 装 置 お よび 光 環 境 測 定 に つ い て は 本 章2.2.1お よ び

2.2.2 と同 様 と した.

3.2.2 成 育 調 査 お よ び 窒 素 定 量

播 種 後32日 目の 明 期 終 了 時 に サ ン プ リ ン グ を 行 っ た. 植 物 個 体 を 葉, 葉

柄 と茎, 根 に わ け, 新 鮮 重 お よ び 総 葉 面 積 測 定 後80℃ で3-7日 間 乾 燥 させ,

乾 物 重 を 測 定 し た. LARは 第2章3.2.2の 式 (10) よ り算 出 した. 各 器 官

の 乾 物 サ ン プ ル を 卓 上 型 ボ ー ル ミル (MM301, 独 国Retsch GmbH社 製) を 用

い て 微 粉 砕 した. 以 下, こ の 粉 砕 した 乾 物 サ ン プ ル の 一 定 量 を 分 取 し, 還 元 態

N, 硝 酸 態N, TNCの 定 量 を 行 っ た. 還 元 態Nの 定 量 は, 第2章3.2.2

と 同 様 の 方 法 で 行 っ た.

硝 酸 態Nの 定 量 はCataldo et al. (1975) の 方 法 に した が っ た. 粉 砕 した 乾

物 サ ン プ ル を10mg程 度 試 験 管 に 秤 量 し, 2.5mLの80% (v/v) ethanol溶 液

を 加 え て80℃, 12min加 熱 し, NO3-を 含 む 低 分 子 画 分 を抽 出 した. 1,500×

g, 5minの 遠 心 を 行 い, 上 清 を リ ム 付 き 濃 縮 試 験 管 に 移 し, 試 験 管 濃 縮 機

(TC-8F, タ イ テ ッ ク (株) 製) でethanolを 蒸 発 させ た. さ ら に, 残 渣 画 分 に

新 た に2.5mLの80% (v/v) ethanolを 加 え て80℃ 熱 抽 出 操 作 を行 っ た. こ

の 操 作 を4回 繰 り返 した. ethanolを 蒸 発 させ た 後, 蒸 留 水 を 加 え500μLと

し, 1,5000×g, 4℃, 15minの 遠 心 を 行 っ た. こ の 上 清 を低 分 子 画 分 抽 出 液

と した. 低 分 子 画 分 抽 出 液 を, 葉 お よ び 根 で は5倍 に, 葉 柄 と茎 で は25倍

に 水 で 希 釈 し, 25μLを 試 験 管 に 分 取 し た. こ れ に100μLの5% (w/v)
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salicylic acidの 濃 硫 酸 溶 液 を 加 え, 室 温 で20min静 置 した. そ の 後, 2.5mL

の2molL-1NaOHを 添 加 し撹 拌 した. さ らに20min静 置 し, 試 料 温 度 が 室

温 に 下 が っ た 後, 410nmに お け る 吸 光 度 を 測 定 した. 標 準 曲 線 は イ オ ン ク ロ

マ トグ ラ フ 用 硝 酸 性 窒 素 標 準 液 (和 光 純 薬 工 業 (株) 製) を用 い て 作 成 した.

3.2.3 炭 水 化 物 定 量

可 溶 性 糖 (glucose (Glc), fructose (Fru) お よ びSuc) の 定 量 は, Murchie et al.

(1999) の 方 法 を 参 考 に して 行 っ た. 上 述 の 低 分 子 画 分 抽 出 液 を1-10倍 程 度

に 希 釈 した 後100μL分 取 し, そ れ に5mmolL-1 MgCl2, 0.5mmolL-1 DTT, 1

mmolL-1 ATP (オ リエ ン タル 酵 母 工 業 (株) 製), 0.8mmolL-1 NADP＋ (オ リエ

ン タ ル 酵 母 工 業 (株) 製), 2kUL-1 hexokinase (EC 2.7.1.1, from yeast

overproducer, ス イ スRoche Diagnostics社 製), 20kUL-1 Glc-6-phosphate

dehydrogenase (EC 1.1.1.49, Grade II from yeast, ス イ スRoche Diagnostics社 製)

を 含 む1.OmLの50mL HEPES/NaOH buffer (pH7.5) を 加 え た. 25℃, 5min

反 応 させ た 後, ダ ブ ル ビ ー ム 分 光 光 度 計 (UV-1600, (株) 島 津 製 作 所 製) を用

い て340nmの 吸 光 度 を 測 定 し, NADPHの 光 路 長1cmあ た り, 濃 度1

mmolL-1あ た りの 吸 光 係 数6.22を 用 い てGlc量 を算 出 した. 次 に, こ の 溶

液 に 終 濃 度 で2kUL-1と な る よ うにphosphoglucose isomerase (EC 5.3.1.9,

from yeast, ス イ スRoche Diagnostics社 製) を加 え, 25℃, 20min反 応 させ

た 後, 340nmの 吸 光 度 を 測 定 し, Fru量 を 算 出 し た. さ ら に, こ の 溶 液 に 終

濃 度 で40kUL-1と な る よ うにinvertase (EC 3.2.1.26, from baker's yeast, 米 国

Sigma-Aldrich社 製) を加 え, 25℃, 20min反 応 させ た 後, 340nmの 吸 光 度

を 測 定 し, Suc量 を 算 出 した. invertase以 外 の, 硫 安 沈 殿 の 状 態 で 購 入 し た

各 酵 素 は, 15,000×g, 4℃, 5minの 遠 心 を 行 い, 上 清 を 除 い て か ら使 用 した.

ブ ラ ン ク は, 低 分 子 画 分 抽 出 液 の 代 わ りに 水 を 用 い た も の と した.
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starchの 定 量 はNakano et al. (1995) の 方 法 に した が っ た. 上 述 の80% (v/v)

ethanol溶 液 に 不 溶 性 の 残 渣 画 分 を 一 夜 乾 燥 させ た 後, 1.5mLの0.5molL-1

KOHを 加 え, 40℃, 4.5hイ ン キ ュ ベ ー トし てstarchを 抽 出 した. そ の 抽 出

液 に100μLの21% (w/v) MES溶 液 を 加 え た 後, そ のpHを0.5molL-1

HCIO4溶 液 (約1.5mL) で5付 近 に 調 整 した. そ れ を氷 上 で10min放 置 後,

1,800×g, 4℃, 5minの 遠 心 を行 い, KCIO4を 沈 殿 させ た. 遠 心 上 清 か ら一

定 量 を 分 取 し, starch濃 度 が54mgL-1以 内 とな る よ うに100mmolL-1 Na-

acetate buffer (pH4.8) で 希 釈 し1.4mLと し た. こ れ に1.4mLの

amyloglucosidase (EC 3.2.1.3, from Rhizopus sp., 米 国Sigma-Aldrich社 製) の

100mmolL-1 Na-acetate buffer (pH4.8) 溶 液 (20kUL-1) を加 え, 40℃, 4.5h,

starchを 加 水 分 解 し た. amyloglucosidaseは あ ら か じ め 脱 塩 用 自然 落 下 型 カ ラ

ム (PD-10, ス ウ ェ ー デ ンGE Healthcare社 製) で 脱 塩 して か ら使 用 した. 加

水 分 解 終 了 後 の サ ン プ ル を100℃, 7min加 熱 し酵 素 を 失 活 さ せ た. そ れ を

1,800×g, 5min遠 心 し, そ の 上 清 のGlcをSomogyi-Nelson法 (Somogyi

1952) に よ り比 色 定 量 した. ま ず0.7mLの 遠 心 上 清 を試 験 管 に 分 取 し, 氷 中

で 十 分 冷 却 した 後, 0.7mLの ア ル カ リ性 銅 試 薬 を加 え, ア ル ミ ホ イ ル で 蓋 を

して か ら正 確 に10min加 熱 した. そ れ を 氷 水 中 で 急 冷 し, 室 温 ま で 戻 した 後,

0.7mLの ヒ素 モ リブ デ ン 酸 試 薬 を加 え よ く攪 拌 し, 15min以 上 放 置 して か ら

500nmに お け る 吸 光 度 を 測 定 した. ブ ラ ン ク に は, amyloglucosidase溶 液 と

水 を, サ ン プ ル と同 様 に加 熱, 遠 心 した 上 清 を 用 い た. 標 準 曲 線 は 既 知 濃 度 の

Glc溶 液 を サ ン プ ル と 同 時 に 発 色 させ て 作 成 した. starch量 はGlc量 に0.9

を 乗 じて 算 出 し た.

3.2.4 統 計 処 理

対 照 区 の 平 均 値 間 の 有 意 差 検 定 はt検 定 に よ り, ま た 青 色 光 処 理 区 の 平 均
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値 間 の 有 意 差 検 定 はTukeyのHSD検 定 に よ り, い ず れ も有 意 水 準5%で

行 った. 統 計 処理 に は統 計解 析 ソフ トウェア (JMP Ver. 6.0.0, 米 国SAS社 製)

を用 い た.
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3.3 結 果 お よび考 察

播種 後32日 目の個 体 乾物 重 お よび総 葉 面積 をFig. 21に 示す. 対 照 区で は,

個 体 乾 物 重 お よび 総葉 面積 ともに, WL区 がWH区 よ りも著 しく小 さか った.

青 色 光 処 理 区で は, 個 体 乾 物 重 と総葉 面 積 の いず れ にお い て も, B0区 がそ の

他 の3区 に比 較 して 著 し く小 さ く, 1/2程 度 で あ っ た. B30区, B100区 お

よびB150区 の 間で は, 個 体 乾 物 重 と総 葉 面積 と もに, B100区 で わず か に大

きい傾 向 にあ っ た もの の, 有 意 な差 はな か った. 播 種 後32日 目の 個体 乾 物重

と総 葉 面積 か ら求 め たLARは, 対 照 区 で はWL区 にお い てWH区 よ りも

有 意 に 高 か った (Fig. 22A). しか し, 青 色 光処理 区 では, LARは 処理 区間 に

有 意 な差 は認 め られ なか った (Fig. 22B). この結 果 は, ホ ウ レン ソ ウの 弱 光

順 化 に お け る葉 面 の拡 大 とい う応 答 に, 青 色光 が 関与 して い ない こ とを示 して

い る.

対 照 区の 個 体 あ た りの 還 元態N集 積 量 はWL区 の方 がWH区 よ りも有 意

に少 な く (Fig. 23A), 個 体 あ た りの硝 酸 態N集 積 量 もWL区 の方 が 少 な い

傾 向 に あ った (Fig. 23C). 青色 光 処理 区で は, 個 体 あた りの還 元 態N集 積 量

はB0区 が他 の3区 よ りも有意 に少 な か った (Fig. 23B). 個 体 あた りの 硝酸

態N集 積 量 は, B0区, B150区, B30区, B100区 の順 に少 なか った (Fig.

23D). この よ うに, 個 体全 体 のN集 積 量 に対 して, 青 色 光 強度, 特 に青 色

光成 分 の 有無 が影 響 を及 ぼす 傾 向 に あっ た. 他 方, 個 体 全 体 の還 元 態Nの う

ち葉 に 投 資 され る還 元態Nの 割 合 は, 対 照 区で はWL区 の方 がWH区 よ り

わ ず か に高 か った (Fig. 24A). しか し, 青 色 光 処 理 区で は, 葉 に投 資 され る

還 元 態Nの 割 合 は処理 区間 に は有 意 な差 は認 め られ な か った (Fig. 24B). こ

の よ うに, 弱 光順 化 にお け る葉 へ のN投 資 の増 加 とい う応 答 に, 青色 光 が関

与 す る こ とを示 唆 す る傾 向 は観 察 され な か った.
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Fig. 25に, 葉 の 乾物 重 あ た りのTNC量 を示 す. TNCは, Glc, Fru, Suc

お よびstarchの 総 量 で あ る. 対 照 区 と青 色 光 処 理 を含 む全 ての 処理 区 にお い

て, TNCの80%以 上 がstarch由 来 で あ った. 対 照 区 で は, TNC量 はWL

区 の 方 がWH区 よ りも顕 著 に 少 な か った. 他 方, 青 色 光 処 理 区 にお い て は,

TNC量 はB0区 で最 も多 く, 青 色 光 強度 が0か ら100μmol m-2 s-1と 高 く

な るに したが って減 少 す る傾 向 に あ った. B100区 とB150区 との 間 には 有意

な差 は認 め られ なか った. この よ うに, 葉 の乾 物重 あた りのTNC量 にお い て

も, 弱 光植 物 と低 青 色 光 強 度 下 で 成 育 した植 物 との間 に類 似 点 は認 め られ な

か った.

以 上 の よ うに, 個 体 レベ ル の光 順 化 応 答 と して, LAR, 葉身 へ のN投 資 お

よび葉 のTNC量 につ い て調 査 した もの の, いず れ の項 目にお い て も弱光 に順

化 した植 物 と低 青色 光 強度 下 で成 育 した植 物 との 間 に類似 性 は認 め られ な か っ

た. この よ うに, 本 研 究 で調 べ た範 囲で は, 青 色 光 が個 体 レベ ル の光 順化 応 答

に関 与す る こ とを示 す デ ー タは得 られ なか っ た.

異 な る青 色 光 強 度 下 に お い て, ホ ウ レン ソ ウは どの よ うな成 長 を営 ん で い

たの で あ ろ うか. 個 体 の 乾物 生産 は, 青 色 光 を全 く含 まな い照 射 光 下 にお いて

著 し く抑制 され た (Fig. 21). この結 果 は, 赤 色 光 単独 照 射 下 で成 育 した イネ

の乾 物 重 が, 赤 色 光 に青 色 光 を付 加 した照 射 光下 よ りも有 意 に低 下す る結果 と

同様 の傾 向で あ る (第2章Fig. 12). イ ネ の場 合, 赤 色光 単独 照 射 下 にお け

る乾物 生 産 の減 少 は, お もに葉 面 積 あた りの 光合 成 速 度 の減 少 と, LARの 低

下 に起 因 して い た. しか し, 青色 光 成 分 を含 まな い照射 光 下 に お け るホ ウ レン

ソ ウの個 体 乾物 重 の減少 は, イ ネ の場合 と同様 の原 因 で説 明が つ くもの では な

か っ た. 白色 光 下で 測 定 した, 成 育 環境PPFD (300 μmol m-2 s-1) 下 にお け る

ホ ウ レン ソ ウ葉 の 純 光 合 成 速 度 は, イ ネ (Fig. 6) とは異 な り, 青 色 光処 理 区

間 に有 意 な差 が認 め られ な か った (B0区: 6.88±0.459 μmolCO2 m-2 s-1, B30

―88―



区: 6.79±0.256 μmolCO2 m-2 s-1, B100区: 7.41±0.258 μmolCO2 m-2 s-1, B150

区: 7.60±0.350 μmolCO2 m-2 s-1). ま た, 処 理 最 終 日の み の 測 定 値 で は あ る が,

ホ ウ レ ン ソ ウ のLARに も 青 色 光 処 理 区 間 に 差 は 認 め られ な か っ た (Fig. 22).

青 色 光 成 分 を 含 ま な い 照 射 光 下 に お い て ホ ウ レ ン ソ ウ の 乾 物 生 産 が 抑 制 され る

要 因 に つ い て は, 現 時 点 で は 不 明 で あ る. 植 物 の 成 長 は, 光 合 成 に よ っ て どれ

だ け 炭 素 を 獲 得 した か とい う点 だ け で な く, 獲 得 した 炭 素 を い か に効 率 よ く成

長 に 利 用 した か とい う点 に も影 響 を 受 け る (Schulze et al. 1991, Stitt and Schulze

1994) こ とか ら, 光 合 成 産 物 の 成 長 へ の 利 用 効 率 の 低 下 な どが 関 係 して い る の

か も しれ な い.
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Fig. 21 Whole-plant dry weight (A, B) and total leaf area (C, D) of spinach plants grown

under WL or WH (A, C) and under B0, B30, B100 or B150 (B, D) at final harvest (32 d
after germination). Vertical bars represent standard errors of the means (n=3-4). Means
with an asterisk (*) and with different letters are significantly different by t test and by
Tukey's HSD test, respectively (P<0.05). For treatment codes, see Fig. 17.
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Fig. 22 Leaf area ratio (LAR) of spinach plants grown under WL or WH (A) and under
B0, B30, B100 or B150 (B) at final harvest (32 d after germination). Vertical bars represent

standard errors of the means (n=3-4). Means with an asterisk (*) and with different letters
are significantly different by t test and by Tukey's HSD test, respectively (P<0.05). For
treatment codes, see Fig. 17.
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Fig. 23 Whole-plant reduced N (A, B) and nitrate N (C, D) contents of spinach plants

grown under WL or WH (A, C) and under BO, B30, B100 or B150 (B, D) at final harvest
(32 d after germination). Vertical bars represent standard errors of the means (n=3-4).

Means with an asterisk (*) and with different letters are significantly different by t test and
by Tukey's HSD test, respectively (P<0.05). For treatment codes, see Fig. 17.
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Fig. 24 The ratio of leaf reduced N content to whole-plant reduced N content of spinach

plants grown under WL or WH (A) and under B0, B30, B100 or B150 (B) at final harvest
(32 d after germination). Vertical bars represent standard errors of the means (n=3-4).
Means with an asterisk (*) and with different letters are significantly different by t test and
by Tukey's HSD test, respectively (P<0.05). For treatment codes, see Fig. 17.
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Fig. 25 Leaf total non-structural carbohydrate (TNC) content per unit leaf dry weight
(DW) in sninach plants grown under WL or WH (A) and under B0, B30, B100 or B150

(B) at final harvest (32 d after germination). TNC is the sum of glucose, fructose, sucrose
and starch. Vertical bars represent standard errors of the means (n=3-4). Means with an
asterisk (*) and with different letters are significantly different by t test and by Tukey's
HSD test, respectively (P<0.05). For treatment codes, see Fig. 17.
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4. 結 論

本 章 で は,「 青 色 光 が, 植 物 の 光順 化応 答 を誘 導 す る シ グナ ル と して の作 用

を有する」 とい う仮説の検証を目的に, 低青色光強度下で成育 した植物 の特徴

と弱光に順化 した植物の特徴 との類似性を評価基準 として, ホ ウレンソウの個

葉 レベ ル (第2節) お よび 個 体 レベ ル (第3節) の 光 順化 応 答 につ い て調 ベ

た.

個葉 レベルの光順化応答について調べた結果, 低強度 の青色光 が, 光順化

にお ける集光 因子 と電子伝達 系因子間のN分 配 の調節 に関与す る可能性が示

唆 され た. 光順 化 にお け る葉 の厚 さの変化 に対 して は, 青 色 光 の 関与 は認 め ら

れ な か っ た.

個 体 レベ ル の 光順 化 応 答 につ い て調 べ た 結 果, 光 順 化 の際 の葉 面 の展 開,

葉 へ のN投 資, 葉 の炭 水 化 物 プ ール サ イ ズ の変 化 に対 して, 青 色光 が 関 わ っ

て い る こ とを示す デ ー タは得 られ な か った.

弱光下において, 葉面積 あた りの光合成速度の低下 を補償 し個体の光合成

や乾物生産を高 く維持することに対 しては, 集光に関わる因子へ のN分 配を

増加 させ て 光 合 成 特 性 を 改変 す る よ りも, SLAやLARを 高 め る こ とで受 光

量 を 増 や す 方 が, そ の 寄 与 が 著 し く 大 き い (Makino et al. 1997b, Evans and

Poorter 2001). す な わ ち, 集 光 因 子 と電 子 伝 達 系 因 子 間 のN分 配 の 変 化 は,

成育環境の光強度に応 じて光合成の効率を向上 させる上で必ず しも重要な応答

とは い え な い. この こ とか ら, 個 葉 か ら個 体 レベル まで の 光順 化応 答 を総 合 的

に捉 えた場 合 には, 青 色 光 が光 順 化 に対 して示 す 作用 は大 き くは な い とい え る.

「青 色 光 が光 順 化応 答 を誘 導 す る シグナ ル と して働 く」 とい う仮説 が, 葉 緑 体

タ ンパ ク質 量 の 調節 に よ る葉 緑 体 の性 質 の 改変 とい う, 一部 の光順 化 応答 にの

み 適 用 で き る もの で あ る こ とを示 した点 にお いて, 本 研 究 は意 義 あ る もの と考
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え る.
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第4章

結語
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1. 本 論 文 の 総括

人工光利用型の植物生産施設では, 栽培光の青色光強度 は光源 に依存する.

長期的 な青色光照射が植物の光合成や成長に及ぼす影響に関する知見は, その

よ うな施設において, エネルギを効率的に利用す るための適切な光源や照明法

の選択 ・開発に貢献 し得るものである.

他方, 屋外 の 自然環境下で も, 青 色光強度は季節 や時刻 によって変化する.

また群落上部 と下部 との間で も青色光強度は著 しく異なる. 植物が時空間的 に

変動す る光環境 を認識 し, その光環境に順応す る上で, 青色光強度な どの波長

組成 の情報 をどのように利用 しているかについて知ることは植物生理学的に興

味深い.

本論文 は, 光合成お よび乾物 生産 に対す る青色光の作用に関す る研究とし

て, 赤色光への低光強度の青色光の付加によるイネの乾物生産促進をもたらす

要因の解析 と, ホ ウレンソウの光順化応答 における青色光の作用の検討を行っ

たものである. 第2章 では, 赤色光への青色光 の付加 はイネ の光合成特性や

形態, 個体 のN集 積量 な どを変化 させ, それ らが個体 の乾物生産促進 に関

わっていることを示した. この結果は, 植物生産のための人工光源 として赤色

LEDに 青色光光源 を組み合わせて使 用す ることの有効性に, 生理学的観点か

らの根拠 を与える ものとして価値あるものといえる. また第3章 では, ホウ

レンソウにおいて, 個体 レベルの光順化応答 には青色光は関与しないと考えら

れるものの, 光順化の際の葉緑体 タンパ ク質量の調節には比較的低強度の範囲

の青色光が関わる可能性を示した. このよ うに光順化 において青色光が作用す

る応答や作用を有する光強度を既往の研究よりも限定 して示したことは, 光順

化 にお ける青色光の作用 を解 明する上で意義深いものと考える. 以上の よ うに

本論 文は, 人工環境下にお ける植物生産の効率向上および 自然環境下における
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植物の環境応答の理解の両者に寄与する, 光合成や乾物生産 の青色光応答に関

す る基礎的知見を提供した.

Fig. 26に, 長期的な青色光照射が光合成や 乾物生産に関わる因子に及ぼす

影響 と因子間の関係に関する簡潔なモデルの模式図を示す. 実線で囲まれた項

目は本研究 によって見出された青色光応答であ り, 破線 で囲まれた項 目は既往

の研 究によって観察された青色光応答である. 星号 を付 した項 目は本研究にお

いて特定の植物種または品種においてのみ観察された応答である. 矢印は直接

的に影響 を及ぼす と推察 される関係を示 してお り, 矢印の向きが影響 を受ける

側 を指す. この図か らわかるよ うに, 青色光は光合成や 乾物生産 に関わる因子

に直接的にも間接的にも影響を及ぼし, それ らの相互作用 が乾物生産へ の影響

として表れるものと考えられる. この図で示 した因果関係 は, 現時点では大部

分が推測 に基づいている. 青色光が光合成や乾物生産 に及ぼす影響を包括的に

理解するためには, 特 に応答 間の因果関係 に焦点を当てて研究を進める必要が

ある. さらにそれ らの青色光応答が 自然条件下においてどのような生理的意義

を有するのかについて, 本研究で検討 した光順化応答以外の観点からも検討す

る必要があろう. また, 人工照明 を用いた効率的な植物生産のためには, 観察

された青色光応答に基づいて植物種 ・成育ステージごとに最適な照明法を策定

するなどの, 具体的な技術開発 を 目指 した応用研究も求められる.
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Fig. 26 A model of the actions of blue light on physiological and morphological factors
directly or indirectly related to dry matter production of a whole plant. Factors in solid-
lined boxes are phenomena found in the present study and those in broken-lined boxes are
observations in published literatures. Arrows indicate expected direct effects. Factors with

an asterisk (*) are responses observed in certain species or cultivars. 1) Sharkey and
Raschke (1981), Karlsson (1986). 2) Sasakawa and Yamamoto (1979), Ohashi et al. (2006).
3) Sawbridge et al. (1994), Thum et al. (2001).
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2. 今 後 の 展 開

イ ネ お よび ホ ウ レン ソ ウのい ず れ にお い て も, 赤 色 光 に低 強 度 の青 色 光 を

付加 して長 期 的 に照 射す る こ とに よ り, 赤 色 光 のみ の 照射 に比較 して, 白色光

下 で 測 定 した 光合 成 速度 が増 大す る こ とが 明 らか とな っ た. しか し, 実際 の成

育 環境 下 にお け る光 合成 速 度 の測 定 は本研 究 で は行 わ な か った. 長期 的 な青色

光 照射 に よ る光合 成 能力 の増 加 は 実際 の成 育 環境 下 にお け る光合 成速 度 に も反

映 され る もの と推 察 され るが, この点 は 赤色 光 お よび 赤青 混 合光 照 射 下 にお け

る光 合成 速 度 の 実測 に よっ て実 証す る必 要 が あ ろ う.

また, 赤 色 光 へ の 青 色 光 の付 加 に よ り, イ ネ お よび ホ ウ レン ソ ウの いず れ

に お い て も, 個 体 あ た りのN集 積 量 お よび葉 の乾 物 重 あ た りのN量 が 有意

に増 加 した. この こ とは, 低 強 度 の 青 色光 に植 物 のN吸 収 あ るい は還 元 を促

進 す る作 用 の あ る可 能性 を示 唆 して い る. 青 色 光 に よるN吸 収や 還 元 の促 進

を もた らす 原 因 と して, 気 孔 開 口の促 進 に伴 う蒸 散 量 の増 加 や, N代 謝 に 関

わ るNRな どの活 性 増 加 な どが考 え られ る. 今 後 これ らの点 に着 目 して, 青

色 光 の 生理 的作 用 を追 究す る必 要 が あ る. 蒸 散 量 の増 加 に よ るN吸 収 の増 加

が 起 こっ て い るか否 か を調 べ るた め には, 成 育 環境 の光 質 下 にお け る蒸散 速度

測 定 お よび15N標 識 を用 い た15NH4+, 15NO3-吸 収 速 度測 定 を行 う必 要 が あ る

と考 え られ る. 他 方, NR活 性 の増 加 に関 して は, す で に短期 的 な 青色 光 照射

が試 験 管 レベ ル で のNR活 性 に及 ぼす 影 響 な どが調 べ られ て お り, 短 期 的 に

は青 色 光 がNR活 性 を 高 め る こ とが 示 され て い る (Ohashi et al. 2006). 今後

は, この よ うな 短 期 的 なNR活 性 の増 加 が, 長 期 的 な青 色 光 照 射 に よ るN

還 元 の増 加 を もた ら して い るか 否 か につ い て も検 証す る必 要が あ る.

青 色 光 応 答 の 生 理 的 意 義 に 関 して, 光 順 化 応 答 との 関連 を検 討 した結 果,

低 強 度 の範 囲 の青 色 光 が光順 化 の際 の葉 緑 体 タ ンパ ク質 量 の調 節 に 関与す る可
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能性が示唆された. 今後 は, 異なる青色光強度下で成育 した葉 から単離 した葉

緑体 を用 い て 分析 を行 うこ とに よ り, 葉緑 体 タ ンパ ク質量 につ いて よ り詳 細 な

比較 が可 能 とな る で あ ろ う. また, 青 色 光 がCyt fお よびLHCIIを コー ドす

る遺 伝 子 の 転 写や 翻 訳 等 の プ ロセ ス に及 ぼす影 響 につ い て調 べ る こ とで, 光順

化における青色光の作用の分子メカニズムの解明に近づくことができると考え

られ る. そ の他 に は, 青 色 光 と, 青 色 光以 外 に光順 化 の メ カニ ズ ムに 関わ っ て

い る と され る光 合 成 電 子伝 達 系 のredox state や 糖 濃 度 な どの 因子 が, 光順 化

に関わるシグナル としてどのように役割分担 しているかなども興味深い研究課

題 で あ る.

本研究では, 赤青混合光 中の青色 光強度 を調節 することで青色光の作用を

調 べ た. この よ うな条件 下 にお い て見 出 され た 青色 光 の作 用 と自然 環境 下 に お

け る青 色 光 の 作用 とは異 な る可 能性 が考 え られ る. 例 えば, 青 色光 が, 紫 外線,

緑色光, 遠赤色光な どの他 の波長成分 と複合的に作用する可能性が挙げられる.

今後は,太 陽光 を基 準 として任意の波長組成を作出することができるLED擬

似 太 陽 光 光 源 シ ス テ ム (Fujiwara and Sawada 2006) な どを 利 用 して, 自然 条 件

下 にお け る青 色 光 の作 用 につ い て検 討 す る こ とも重 要 で あ ろ う.
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要約

第1章 緒論

青色 光は, 高等植物 の光形 態形成のみ な らず, 乾物 生産 に も顕著な影 響 を

及ぼす. しか し, 異なる青色光強度下で成育 した植 物の乾物生産の差をもたら

す要因は明確になっていない. 人工光利用型の植物生産施設では, 栽培光の青

色光強度 は光源 に依存す る. そのため, 長期的な青色光照射が光合成な どの乾

物生産に関わる因子に及ぼす影響を明らかにすることは, 限定 されたエネル ギ

下にお ける効率的な植物生産のための, 適切な光源や照明法の選択 ・開発 につ

な が る もの と考 え る. 本 論 文 で は まず, 赤 色 光へ の低 強度 の青 色 光 の付加 が植

物の乾物生産を促進するという現象に着目し, 乾物生産促進 に関わる要 因を明

らか にす る こ とを 目的 と した.

自然 光 にお い て も, 青 色 光 強 度 は季 節 や 時 刻 に よっ て異 な り, ま た植 物 群

落の上部 と下部 との間でも著 しい差がある. 植物 は青色光強度 を感知す ること

で, 時空 間的に変動す る周囲の光環境 を認識 し, その光環境に順応 してい る可

能性 が あ る. そ こで 次 に, 「青 色 光 が 光 強度 へ の順 化 応 答 に 関与 す る」 とい う

仮 説 を検 証 し, 青 色光 応 答 の生 理 的意 義 の 一端 を解 明す る こ とを試 み た.

第2章 赤色光への青色光の付加がイネ の乾物生産に及ぼす影響

植 物 工場 や 宇 宙 ステ ー シ ョン にお け る作物 栽 培 の 光源 と して, 赤色LEDの

利 用 が 検 討 され て き た. そ の 中で, 赤 色LEDの 照 射 光 に若 干 の青 色 光 (総

PPFDの1-10%程 度) を付 加 す る と, 赤 色LED単 独 照 射 に比 べ て 個 体 乾物

重が著 しく増加することが見出された. 短期的な青色光照射は気孔の開口を促

進す るが, 長期 的な青色光照射に よる乾物生産の促進は, 気孔開 口の促進に起

因 す る光合 成 速 度 の増加 のみ で 説 明 で き る もので は ない. そ こで, この 乾物 生
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産の促進をもたらす要因を, 個葉 の光合成特性 レベル と個体成長 レベルにおい

て調 べ た. 供試 植 物 に は イ ネ を用 い た. LEDを 栽 培 光 源 と して, 赤 色 光 のみ

(R区) また は 赤青 混 合 光 (RB区, 赤色 光 と青色 光 のPFD比 は4:1) を照射

して約1ヶ 月間水 耕 栽培 した.

まず個 葉 の光 合成 特 性 を調 べ た. 供試 品種 にサ サニ シキ を用 い て, 総PPFD

240μmol m-2 s-1で 育 成 した. 最 上位 完 全展 開 葉 の光 合成 速 度 を 白色 光 下で 測

定 し た. 成 育 環 境 と ほ ぼ 同 じPPFD (250μmol m-2 s-1) 下 の 純 光 合 成 速 度 は

RB区 の 方 がR区 よ り高 か っ た. ま た 飽 和 光 (1,600μmol m-2 s-1) 下 の 純 光 合

成 速 度 (光 合 成 能 力) もRB区 に お い て 高 か っ た. これ らのRB区 にお け る

光 合成 速 度 の増 加 は, 葉 身 の 葉 面積 あ た りN量 の増 加 に伴 って いた. 葉 身 に

含 まれ るNの 約80% は葉 緑 体 に 局在 し, そ の多 くが 光合 成 関連 タ ンパ ク質

な どと して機 能 す る こ とが知 られ て い る. 光 合 成 関連 タ ンパ ク質 と して, CO2

固定 の鍵 酵 素 で あ るRublsco, 光合 成電 子 伝達 の律速 因子 の1つ で あ るCyt f,

集 光 反 応 を担 うChlお よびLHCIIの 量 を調 ベ た と こ ろ, それ らは いず れ も

葉 身N量 の増 加 に伴 ってRB区 で増 加 して い た. この よ うな葉 身N量 の 増

加に伴 う光合成関連タンパク質量の増加が, RB区 の弱光下お よび飽 和光下 に

おける光合成速度の増加をもたらしたものと考えられる. また実際の成育環境

の 光 質 下 にお け る光 合 成 速 度 もRB区 の方 が 高 か った で あ ろ うと推 察 され る.

個体の乾物生産は, 個葉 の光合成速 度 に加 えて, 個体 レベル で どれ だけ葉

面 を広 く展 開す るか とい う点 に も大 き く影 響 を受 け る. ま た, イネ は 光合 成器

官 で あ る葉 身 へ のN投 資率 を変 え る こ とに よ り, 成 育環 境 下 にお け る個 体 の

光合成効率を調節すると報告 されている. そ こで次に個体の成長解析 と葉身ヘ

のN投 資 率 を調 べ た. 供 試 品 種 に サ サ ニ シ キ と 日本 晴 を 用 い て, 総PPFD

380μmol m-2 s-1で 育 成 した. 播 種 後56日 目 の 個 体 乾 物 重 と総 葉 面 積 は, い

ず れ の 品種 で もR区 に 比べ てRB区 で増加 した. 播 種 後35日 目と56日 目
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の 測 定値 を用 い て成 長 解 析 を行 っ た とこ ろ, RGRは 両品 種 とも にRB区 で増 加

した. このRGRの 増 加 は, 日本 晴 で は有 意 差 は な い ものの, NARの 増 加 が

寄 与 して い た. またRB区 で は全 葉 身 で平 均 した葉 面積 あ た りN量 が 多 く,

最 上位 完全 展 開 葉 を含 む 上位3葉 の葉 位 別 の葉 身N量, Rubisco量, chl量

は, い ず れ の 葉 位 で もRB区 で 増 加 して い た. この こ とか ら, RB区 に お け

る葉身の光合成速度の増加は個体全体で起こったものと考えられる. ササニシ

キ で はRB区 で のLARの 増 加 もRGRの 向 上 に 寄 与 して い た が, 日本 晴 で

は そ の よ うな応 答 は認 め られ なか っ た. 播 種後56日 目の個 体 あた りのN集

積 量 は 両 品種 と もにRB区 の 方 がR区 よ り多 く, そ の うち葉 身 に投 資 され る

Nの 割 合 もRB区 の 方 が 高 か っ た. この よ うな葉 身 ヘ のN投 資 率 の増 加 も

乾 物 生産 向上 に貢献 した もの とい える.

以上 より, 赤色光 に青色 光を付加 して長期 間照射 したイネでは, 赤 色光単

独 照射 に比べて, 葉身N量 の増加に伴 って個葉 の光合成速度が増加すること

が わ か っ た. ま た, 青 色 光 の 付 加 に よ る乾 物 生 産 促 進 に はNARの 増加 が 大

き く貢 献 して い た. サ サ ニ シ キで は葉 面 の拡 大 も乾物 生産促 進 に寄 与 して い た.

個葉光合成と個体成長の結果を併せて考えると, 青色光の付加 による乾物生産

促 進 の要因がNARで あった こ とか ら, 個葉の光合成速度 の増加 が乾物生産

促 進 に貢 献 した とい え る.

第3章 ホ ウレンソウの光順化応答にお ける青色光の作用

青 色 光 照射 下 で成 育 した植 物 は, 赤 色 光 照 射 に比 べ て Chl a/b比 が 高 く,

葉が厚いなど, 強光に順化 した植物で観察 され るいくつかの特徴を示すことが

知 られ てい る. この こ とか ら, 青色 光 が 強光 や 弱光 に対す る光順 化応 答 を誘 導

す る とい う仮説 が提 唱 され てい る. ここで光 順 化応 答 とは, 成育 環境 の光 強度

下において光エネルギを効率よく光合成や成長に利用するために植物が示す応
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答のことを指す. 既往 の研究では, 植 物が照射 光に含 まれ る青色光の有無を感

知す る のか, あ る い は青 色 光 の 強度 を感知 す るの かは 不 明で あ った. そ こで,

低青色光強度下で成育 した植物の特徴 と弱光に順化 した植物の特徴との類似性

を評 価 基 準 と して, 光順 化 にお け る青 色 光 の作 用 を検 討 した. 解 析 は, 個 葉 レ

ベルの応答と個体 レベルの応答について行った. 供試植物には予備 実験で光順

化応 答 が 明瞭 に観 察 され た ホ ウ レン ソ ウ (品 種: メガ トン) を用 いた. 青 色 お

よ び 赤 色LEDを 用 い て, 青 色 光/赤 色 光PFDを0/300, 30/270, 100/200,

150/150μmol m-2 s-1と した 照 射 下 で 約1ヶ 月 間 水 耕 栽 培 した.

まず 個 葉 レベ ル の 光順 化 応 答 を調 べ た. 一 般 に弱 光 順 化 葉 で は, 強 光順 化

葉 に比 べ て, 飽 和 光 下 で の光 合 成速 度 が低 く葉 面積 あた りN量 が少 な い. こ

れ は お もに葉 が薄 い ことに起 因す る. 光 質処 理 したホ ウ レン ソウ葉 で は, 成育

時の青色光強度の低下に伴 う光合成速度と葉面積あた りN量 の減少 が認め ら

れ た. しか し, 葉 の厚 さの指標 で あ る葉 面 積 あた り乾物 重 に は青 色光 強 度 の影

響 は ほ とん ど認 め られ な か った. また 一般 に弱光 順 化葉 では, 相 対 的 に集 光反

応に関わる因子へのN分 配の割合 が高 く, 光合成電子伝達 に関わる因子への

N分 配 の割 合 が 低 い こ と も認 め られ る. そ こで光 質 処 理 区 間 で, 集 光 因子 と

電 子 伝 達 系 因子 間のN分 配 の指 標 と してCyt f/LHCII比 を比較 した. Cyt f/

LHCII比 は 青 色 光 強 度 が100μmol m-2 s-1よ り低 く な る に つ れ て 次 第 に 低 下

し, 弱 光順 化 葉 のCyt f/LHCII比 に近 づ く傾 向 が認 め られ た.

次 に個 体 レベ ル の 光順 化 応 答 を調 べ た. 一 般 に弱 光 植 物 に お い て は, 強 光

植 物 に比 ベ て, LARの 増 加, 葉 へ のN投 資 率 の増 加, 葉 の炭 水 化 物 プ ー ル

サ イ ズ の減 少 とい っ た 特徴 が観 察 され る. しか し, LARと 葉 ヘ のN投 資 率

は成 育 時 の青 色 光強 度 に影 響 を受 け なか っ た. さ らに, 葉 の乾物 重 あた り非 体

構 成 炭 水化 物 量 は, 青 色 光 強度 の 低 下 と ともに増加 す る傾 向 に あった. この よ

うに, 個 体 レベ ル の光順 化応 答 にお い て は, 低 青 色 光強 度 下 で成 育 した植 物 と

―106―



弱光植物との間に類似性は認められなかった.

以 上 よ り, ホ ウレンソウにおいて, 低強度 の青 色光が光順 化の際の集 光因

子 と電子伝達系因子間のN分 配 の調節に関与す る可能性が示唆 された. 他方,

葉の厚 さや個体 レベルの性質の光順化に関 しては, 本研 究で調べた限 り, 青色

光 の関与を示すデー タは得 られ なかった.

第4章 結語

赤色光への低強度 の青色光の付加が光合成特性や形態, 個体 のN集 積量な

どを変化 させ, それ らが個体の乾物生産促進 に関わっていることをイネを用い

て実験的に示 し, 植 物生産 のための人工光源 として赤色LEDに 青色光光源 を

組 み合わせ ることの有効性に生理学的な根拠を与えた. またホ ウレンソウにお

い て, 低 強度の範囲 の青色 光が光順 化の際の葉緑体タンパク質量の調節に関

わっている可能性を指摘 し, 光順化にお ける青色光の作用の全容解明に資する

知見を提供 した.

以上 のよ うに, 本論文 によ り, 人工環境 下にお ける植 物生産 の効率向上お

よび自然環境下における植物の環境応答の理解の両者に寄与する, 光合成お よ

び乾物生産 の青色光応答 に関する基礎的知見が得 られた.
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