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1. 序論 

1.1 研究背景 

 植物光合成は明反応系と暗反応系に分かれ、吸収された光エネルギーを化

学エネルギーに変換し、その化学エネルギーを用い二酸化炭素を Rubisco の

触媒によりカルビン―ベンソン回路に取り込み、炭水化物を生成過程である

（佐々木 2009）。光合成を行う全ての真核藻類や陸上植物は細胞小器官であ

る葉緑体を持ち、その中に含まれるクロロフィル（葉緑素）が光を吸収する

主な役割を果たしている（Porcar-Castell et al. 2014）。吸収されたエネル

ギーの中、ほんの一部が電子伝達と光合成による炭酸同化を駆動する反応に

使われ、大部分は熱として失われ、更に少ない割合の約 1~2%がクロロフィル

蛍光としてより長い波長で再び放出される(Jones and Vaughan 2010)。  

1931年、ドイツの科学者KautskyとHirschによる植物の蛍光強度の急速な変

化が発表されて以来、クロロフィル蛍光は光合成研究に便利な指標として長

い間研究されてきた(Govindjee 1995, Baker 2008, Omasa et al. 2009)。ク

ロロフィル蛍光はクロロフィル含有量の推定等の基礎的な研究から農業、園

芸、森林学などの研究に適用され、光合成装置、葉の成長プロセス、健在状

態、ストレス現象などを評価する幅広い分野に使われている(Gitelson et al. 

1998, Buschmann 2007, Konishi et al. 2009)。690 nmと730 nm 付近のレー

ザ励起の最大蛍光比と定常蛍光比(Hak et al. 1990)と、685 nmと735 nm 付

近の定常蛍光比(Gitelson et al. 1997)が共にクロロフィル含有量と高い相

関を示し、クロロフィル含有量を非破壊推定できる指標として使われている。 

クロロフィル蛍光測定は能動型と受動型に分かれる。能動型蛍光測定シス

テムは、主に実験室内または室外の数m以内の励起光の補助で行われるが、フ

ィルターで励起光と蛍光の波長を絞る必要がある。能動型は光合成機能のリ

モートセンシングやストレスの研究に広く適用されてきたが、近距離の測定

であるため、小さい植物や個々の葉を対象とした計測に限られる(Kolber et 

al. 2005)。更に開発された変調パルス光(PAM)方法は、変調させたクロロフ

ィル蛍光信号を測定し、蛍光パラメータと光化学系Ⅱの最大量子収率、非光

化学消光(NPQ)や、電子伝達を計算し、二酸化炭素固定速度の推定に利用でき

る(Schreiber et al. 1986, Bilger and Bjorkman 1991, Parinaz et al. 2012)。 

クロロフィル蛍光遠隔測定には、受動型蛍光測定システム―太陽光励起蛍

光測定が有効である。これは、760nm付近のフラウンホーファー線深度

(Fraunfofer line depth:FLD）を利用し、放射輝度に基づき蛍光を抽出する

方法である(Moya et al. 2004)。近年、受動型蛍光測定は、飛行機または衛

星からの遠距離の計測に応用され、成果を上げている。しかし、太陽光の高
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いバックグラウンド反射から如何に非常に弱い蛍光を検出するかは、高スペ

クトル分解能搭載の測定器械に期待される(Meroni and Colombo 2006, Meroni 

et al, 2009)。 

現在、PAM 法に基づく能動的なクロロフィル蛍光測定法と太陽光クロロフィ

ル蛍光測定法には固有の違いがあり、生じる課題に遭遇している。具体的に、

葉レベルの実験では、太陽光と PAM による計測されたクロロフィル蛍光パラ

メータの関係性に特徴づける必要がある(Tubuxin et al. 2015)。 
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1.2 既往の研究 

 

植物は地球上で最も進化した生き物の一つで、自ら光合成過程を経て、自

分の命を維持するに必要な栄養を生成する。この過程で、太陽光エネルギー

が吸収され、水と二酸化炭素が炭水化物として蓄積され、動物に必要な酸素

を放出する。生体内では、主にクロロフィルによる吸収された光エネルギー

が全て光合成に使われなく、熱として逃がされる割合が大きく、また約 3%以

下が蛍光として放出される。この三つの過程はお互いに競争しながら存在し、

どちらかの収率が上がると残りの二つの収率が下がる(Krause and Wei 1991, 

Maxwell and Jonson 2000, Jones and Vaughan 2010, Porcar-Castell et al. 

2014)。これと対照に、エーテルなどの有機溶媒で抽出されたクロロフィルが

強い蛍光を放出し、クロロフィル a の蛍光量子収率が約 30%に達する(Barber 

et al. 1989)。 

クロロフィル蛍光の測定は光合成を研究する最も広く使用されている方法の

1つであり、植物、緑藻類、珪藻の蛍光について異なる研究方法や意見が数多

く発表されている(Papageorgiou et al. 2007, Logan et al. 2007, Omasa et 

al. 2009, Murchie and Lawson 2013)。クロロフィル蛍光シグナルの内容は

非常に豊富で、光合成の変化に非常に敏感であり高い精度で記録される。多

くのプロセスは蛍光収率または強度に影響を与え、フラッシュ光、パルス光、

連続光等の光プロトコルのさまざまな方法で異なるプロセスが研究されてい

る。しかし、ほとんどの研究者は限られたセットの実験プロトコルを使用し

実験を行っている(Kalaji et al. 2014)。クロロフィル蛍光の特徴は、非破

壊、非接触で、細胞レベルから葉、個体、群落レベルまで迅速に測定ができ

ることである。クロロフィル蛍光の測定は光の測定で、比較的に簡単で、低

コストであるため、生体情報を測定分野に注目されている(Omasa et al. 1987 

and 2007, Lichtenthaler et al. 1992, Kolber et al. 1998, Kim et al. 2001, 

Omasa and Takayama 2003, Schreiber, 2004, Moya et al. 2004, Konishi et 

al. 2009, Pieruschka et al. 2012 and 2014)。 

 クロロフィル蛍光測定は励起光の特徴により能動型と受動型に分かれる。

能動型は人工光やレーザ光などの励起光源の下で測定が行われ、受動型は太

陽光の自然光下でクロロフィル蛍光測定を行う方法である。また、クロロフ

ィル蛍光信号を抽出方法により、分光特性法、パルス変調測定法、フラウン

ホーファー線法、二次元又は三次元画像化法に分けられる。 

 能動型測定法は、小さい植物や個々の葉を対象とした近距離での測定に限

られるが、レーザなどのパルス光と組合せることで、長距離や群落レベルで

蛍光測定が可能になっている。しかし、この方法と遠くても50m 範囲内に限
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られ、衛星リモートセンシングからの測定には課題が残されている(Kolber et 

al. 2005, Pierurschka et al.2012; 2014)。能動的測定法の一つであるパル

ス変調測定法を用い、光化学系Ⅱの量子収率(ΦPSⅡ)、非光化学消光(NPQ)、

電子伝達率(ETR)などの蛍光パラメータを推定することができ(Schreiberet 

al. 1986, Krause and Weis 1991)。 

 受動型クロロフィル蛍光測定は主に、衛星リモートセンシングデータを解

析し、蛍光情報を抽出する方法である(Meroni et al. 2009)。この方法は、

人工光の励起を必要なく、航空機や衛星を用い群落レベルのより広い範囲で

測定ができる利点がある。しかし、太陽光の不安定な強い背景分光特性から

非常に弱い蛍光成分を精度よく分離するかは、高い分解能の精度のある装置

に期待される(Meroni and Colombo, 2006)。近年、太陽光励起の定常クロロ

フィルの測定が盛んになり、測定精度や解析方法の改善が報告されている

(Plascyk et al. 1975, Moya et al. 2004, Liu et al. 2005, Corp et al. 2006, 

Meroni et al. 2006 and 2009, Rascher et al. 2008, Liu and Cheng 2010, 

Zarco-Tejada et al. 2012)。GOSAT衛星から太陽光励起の定常クロロフィル

蛍光の測定により、地球規模での炭素循環を評価し、注目を集めている

(Frankenberg et al. 2011, Joiner et al. 2011, Porcar-Castel et al. 2014)。 

 Omasaら(1987)によって開発されたクロロフィル蛍光の画像化技術は非破

壊非接触測定を更に拡張させた。この研究で、キュウリ葉面のSO2曝露直後、

及び回復時にクロロフィル蛍光経時変化が不均一であることが示された。気

孔開口、非光化学消光、光化学系Ⅱの量子収率など蛍光パラメータを二次元

又は三次元で画像化し、光合成情報を葉面上立体化させることができた

(Omasa and Takayama 2003, Omasa et al. 2007)。蛍光画像化は、細胞内、

葉、または全植物の蛍光強度の空間的な不均一性の研究を可能にする。伝統

的な方法より葉の広い領域から蛍光信号を分析することができる。これらの

研究は、人工光源の下で行われ、太陽光の下でフラウンホーファー線法によ

る蛍光パラメータの画像化はまだ行われていない。 

 最近の太陽光励起の定常クロロフィル蛍光測定(FLD法)の流行は、この方法

の更なる評価の必要性を示している。PAM法に基づく能動型クロロフィル蛍光

法と太陽光励起の定常クロロフィル蛍光法には、固有の違いがあり、生じる

課題に遭遇している。具体的には、葉レベルでの実験では、FLD法とPAM法に

よる計測されたクロロフィル蛍光の関係性に特徴づける必要がある

(Porcar-Castel et al. 2014)。定常状態クロロフィル蛍光は、クロロフィル

によって再吸収されることが知られ、クロロフィル含有量が分かる時のクロ

ロフィル蛍光の評価が必要であると考えられる。総一次生産と植生指数がバ

イオマスやクロロフィル含有量と相関すると同様に、太陽光励起の定常状態



６ 

 

クロロフィル蛍光と光合成反応の関連性が注目を集めている(Frankenberg et 

al. 2011, Joiner et al. 2011, Van der tol et al. 2014)。 

蛍光の量子収率は、蛍光発色団の性質とその周辺に依存する。環境条件一

定であっても、熱放散活性や光化学反応の変化に伴い変化し、複雑な挙動を

する。蛍光収率の減少は、光化学消光(PQ)と非光化学消光(NPQ)に起因するの

で、光合成反応を様々方法で評価する貴重なツールとなっている(Schreiber 

et al.1986, Campbell et al. 1998, Franck et al. 2002, Omasa and Takayama 

2003, Omasa et al. 2007, Rahimzadeh-Bajgiran et al. 2012, Gorbe and 

Calatayud 2012, Guanter et al. 2014)。 
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1.3 研究目的 

 

 クロロフィル蛍光は主にクロロフィル a から放出され、光合成の反応に

関する情報は豊富である。クロロフィル蛍光の測定は、光合成研究のために

広く使用されている方法の 1つである。 

そこで本研究では、太陽光励起下でフラウンホーファー線（酸素吸収帯：O2B

と O2A）を用いたクロロフィル蛍光測定法を従来法である人工光励起の測定法

と比較し、クロロフィル含有量の推定を検証することが一つ目の目的である。 

また、酸素吸収帯 O2A であるフラウンホーファー線を用い、光化学系Ⅱの

量子収率(ΦPSⅡ)、化学消光(NPQ)と電子伝達率(ETR)を推定する新しい方法

を提案し、従来の PAM 法と比較研究を行い、フラウンホーファー線法による

クロロフィル蛍光パラメータの推定を検証することが二つ目の目的である。 
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1.4 本論文の構成 

 

本論文は 5 章で構成される。第 1 章の序論では、本研究の背景及びクロロ

フィル蛍光の既往の研究を纏めた。なぜクロロフィル蛍光の測定が重要か、

能動方式の蛍光測定は方法的に確立されており、高精度での蛍光測定が可能

であるのに対して、受動方式の蛍光測定は、非常に弱い蛍光信号を分光放射

輝度から推定するため、測定法としての検証が必要であることを説明した。

第 2 章の序論では、クロロフィル蛍光の基礎知識について述べた。クロロフ

ィル蛍光の波長分光特性を紹介し、葉の再吸収のクロロフィル蛍光への影響

について述べた。第 3 章の序論では、定常クロロフィル蛍光について、能動

方式と受動方式で測定された蛍光収率とクロロフィル含有量との関係を検討

した。太陽光励起の定常クロロフィル蛍光を測定し、クロロフィル含有量の

推定の有効性について検証した。 第 4 章では、飽和パルス光によるクロロ

フィル蛍光の測定において、能動方式と受動方式で測定された蛍光パラメー

タ(ΦPSⅡ、NPQ、ETR)を比較し、精度検証を行った。第５章は、本論文の総

括であり、本研究の結果を纏めた。本論文では、太陽光励起下でフラウンホ

ーファー線（酸素吸収帯：O2B と O2A）を用いたクロロフィル蛍光測定法につ

いて検討し、クロロフィル含有量の影響やクロロフィル蛍光パラメータ（Φ

PSⅡ、NPQ と ETR）の推定精度の検討を、従来法との比較で行った。本研究で

提案された新しい方法によるクロロフィル含有量やクロロフィル蛍光パラメ

ータの推定の有効性が検証された。 
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2. 光合成色素および蛍光 

2.1 光合成色素の蛍光 

 

光合成色素には、クロロフィル、カロテノイド、フィコビリンの 3 種類が

存在し、光合成生物はクロロフィルとカロテノイドを必ず持ち、フィコビリ

ンはシアノバクテリアや真核藻類など一部の藻類にしか存在しない。これら

の色素は、光エネルギーを吸収し、反応中心へエネルギーを効率よく移動さ

せる働きをする（佐藤 2002）。 

異なる色素は異なる波長の光を吸収するので、植物も様々色に見える。ク

ロロフィルは、青いと赤い光をよく吸収するので、多くの植物は残りの緑色

光の散乱や、反射で緑色に見える。カロテノイドは主に青い波長(400-500nm)

の光を吸収するので、オレンジ色に見える。フィコビリンは緑色波長の光を

吸収するので、青から紫色に見える（園池）。 

植物光合成の中でクロロフィルは最も重要な色素であり、反応中心の電子

伝達と光捕集の二つの役割を担う。カロテノイドは吸収したエネルギーをク

ロロフィルに渡す機能と、励起されたクロロフィルや活性酸素を除去し無毒

化することで光合成装置を光酸化反応から守る役割も果たす(塩井ら 2012)。

フィコビリンは光化学系 II のアンテナとして主に働き、吸収されたエネルギ

ーの一部を光化学系 I にも渡す。しかし、このエネルギー分配の仕組みはま

だ明らかになっていない（園池）。 

 光合成色素に吸収されたエネルギーの中、一部が電子伝達と光合成による

炭酸同化を駆動する反応に使われ、大部分は熱として失われ、非常に少ない

割合がクロロフィル蛍光として放出されることが知られている(図 2-1)。光合

成反応中心にクロロフィルが存在するため、クロロフィル蛍光が長い間光合

成研究に使われえてきた。クロロフィル蛍光について数多くの報告があり、

様々方法で蛍光パラメータによる光合成装置の組織、機能、順応等が細胞レ

ベルから葉レベルまで徐々に明らかになり、レビューされた (Krause and 

Weis 1991, Govindjee 1995, Maxwell and Johnson 2000, Buschmann 2007, 

Baker 2008, Meroni et al. 2009, Stirbet and Govindjee 2012, Lichtenthaler 

et al.2013, Murchie and Lawson 2013, Kalaji et al. 2014, Porcar-Castell 

et al. 2014）。 

一方、アセトンなど溶媒に抽出されたカロテノイドの一種類である

β-carotene は 560-620 nm 付近で非常に弱い強度の緑蛍光を発光するが

(Gillbro and Cogdell 1989)、秋のクロロフィル濃度が十分に落ちたイチョ

ウ葉も 530-620 nm 付近の広い範囲で蛍光ピークを待ち(Lang et al. 1991)、

カロテノイド蛍光は in vitro と in vivo で非常に似たスペクトル特徴を示し

https://ja.wikipedia.org/wiki/%E3%82%B7%E3%82%A2%E3%83%8E%E3%83%90%E3%82%AF%E3%83%86%E3%83%AA%E3%82%A2
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た。 

 また、ハイパースペクトル共焦点蛍光イメージング(Hyperspectral 

confocal fluorescence imaging) によるシアノバクテリアの光合成色素であ

るクロロフィル、カロテノイドとフィコビリンを局在化する研究では、色素

それぞれの蛍光を in vivo で分離することができた(Vermaas et al. 2008)。

この研究によると細胞壁やチラコイド膜から非常に弱いカロテノイド蛍光

(550-600 nm)が計測された。フィコビリン蛍光(640 nm)は細胞の周辺から強

く発され、チラコイドの外側に存在することが確認された。クロロフィル蛍

光(685 nm と 698 nm)は細胞全体から均等に計測された。 

 ここで、本研究の対象でもある光合成研究にもっとも重要視されているク

ロロフィルとその蛍光について説明する。 
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図 2-1 葉の光エネルギーの収支と蛍光発光の概念図 
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2.2 クロロフィル蛍光 

2.2.1 クロロフィルの吸収 

  

クロロフィルは Mg を配位した環状テトラピロールの金属錯体であり、種類

も多く、地球上もっとも多い色素である（三室 2011）。その合成は葉緑体内

で行われ、植物の葉では乾物量の約 2%を占める(塩井ら 2012)。クロロフィル

aは酸素発生型光合成生物に共通して存在し、クロロフィル bは高等植物など

に見られ、クロロフィル c は珪藻や褐藻に存在し、クロロフィル dは特定の

シアノバクテリアに見られる。 

 高等植物の光合成反応では、光エネルギーを化学エネルギーに変換する光

反応がクロロフィル等の色素や電子伝達成分を含んだ反応中心複合体と呼ば

れるタンパク質（光化学系Ⅰ、光化学系Ⅱ）内で行われる。葉緑体には、集

光性色素タンパク質（LHC: light harvesting chromoprotein）に含まれるク

ロロフィル a と b が光合成反応に使われる光（a: 430nm と 660nm, b: 450nm

と 640nm 付近で吸収ピークを持つ、三室 2011）を吸収する役割を果たす。ほ

とんどのクロロフィル a は光を補足するアンテナクロロフィルとして働き、

ごく一部が光エネルギーを化学エネルギーに変換する反応中心クロロフィル

として機能する。一方、クロロフィル b が吸収したエネルギーをクロロフィ

ル aに渡すアンテナクロロフィルとして働く。 

 図 2-2 は光合成反応系と電子伝達の概念図である。室温で、クロロフィル

蛍光は二つの光化学反応系の内、主に光化学反応系Ⅱから発光される 

(Kalaji et al.2014,Porcar-Castell et al.2014)。ここで赤い矢印の点線は

電子の動きを示す。アンテナクロロフィルから伝えられたエネルギーで光化

学系Ⅱ反応中心の電子供与体 P680（クロロフィル 2量体）が励起状態になり、

電子をプラストキノン（QA）に渡し酸化状態になる。マンガンクラスタと呼

ばれる酸素発生複合体(oxygen-evolving complex)内で水が酸素と水素イオン 

(H+)に分解され、得られた電子が P680 に渡される。QAに渡された電子が 2 個

と 2個のプロトン（H+）が QBと結合し、還元型のキノン（QH2）になり、更に

シトクロム b6f、PC,PSⅠを介して炭酸固定に到達する。全体の光合成過程で

は、8光量子のエネルギーが使われて、1分子の CO2が糖になる(佐藤 2002)。 
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図 2-2 光合成反応系と電子伝達系の概念図。 
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2.2.2 葉の吸収 

 

 葉の吸収 

光合成色素であるクロロフィルやカロテノイドに吸収される光波長は

400-700 nm であり、これを光合成有効放射(photosynthetically active 

radiation: PAR)と呼ぶ。葉の吸収分光特性は光合成色素の有機溶媒で抽出さ

れた液の吸光度と大きく異なる(Pfündel and Ghozlen 2007)。葉に当たった

光放射は、表面反射、内部散乱と反射、色素による吸収、透過などのプロセ

スに遭遇する（図 2-1）。           

図 2-3(A)で、葉の反射と透過に挟まれた領域が吸収を示す。積分球が付属

する分光光度計(V570, JASCO)を用い、2 nm の分解能で 400-800 nm 範囲の反

射(R)と透過(T)を測定した。硫酸バリウムのスペクトルを測定し、反射基準

とした。黒ウール紙を葉の裏側に設置し、透過光の再反射を防げた。青いと

赤い波長域で強い吸収が見られる。 

図 2-3(B)は異なるクロロフィル濃度の三つの葉の吸収係数に換算した図で

ある。葉の吸収分光特性は 1-T-R により計算した(Buschmann et al. 1994; 

Gitelson et al.1998 and 2003)。クロロフィル濃度の抽出について次章で説

明する)。青いと赤い波長域では葉の吸収が大きく、緑波長域では反射と透過

が大きい。植物が緑色に見える原因をこれで説明できる。また、クロロフィ

ル濃度が落ちると、葉の吸収も著しく落ち、特に長波長側で落ち率が大きか

った。 
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図 2-3 A: パプリカ葉の反射（実線）と透過（破

線）の分光特性。B: クロロフィル含有量が異

なるパプリカ葉の吸収分光特性。 
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2.2.3 クロロフィルの抽出 

  

本研究の一連の実験では葉に傷のない、クロロフィル濃度が均一且葉脈が

少ない部分を選んで測定に用いた。 

 クロロフィル蛍光とクロロフィル含有量との関係を求めるため、クロロフ

ィル濃度を定量化する必要がある。クロロフィルの定量化には様々な方法あ

り、用途によって 80%のアセトンによる抽出、100%メタノールによる抽出、ジ

メチルホルムアミド(DMF)による抽出、吸収分光特性からの推定などがある

（園池）。 

 高速液体クロマトグラフィー(HPLC)を用いることで高純度のクロロフィル

を定量化できる。試料による抽出方法はもっとも基本的であるが、光と酸素

がある条件で酸化されてしまい、また、クロロフィルの金属部分が抜かれて

フェフィチンなど副産物を生じさせることもある。抽出から測定までの時間

を出来るだけ短縮する必要がある（三室 2011）。 

今回は、比較的簡単に定量化できるエタノールによる方法を使用した。ま

ずは、葉の測定部分をリーフパンチで 1.5 cm の円で打ち抜き、重量を測っ

た。葉を刻んで乳鉢に入れ、8cc のエタノール(96%)を加え乳棒で磨り潰した。

合計 20cc のエタノールを加え、ホモジナイザーでホモジナイズした。10cc

ずつ遠心分離管に入れ、2000 rpm で 5 分間遠心分を行った。分離された液の

上層の溶液を 3cc 石英セルに入れ、分光光度計 V570 (JASCO)で吸光度を測っ

た。0.5 nm 分解能で 600-800 nm の波長範囲の分光特性を 2回計測し、平均値

を取った(図 2-3)。クロロフィル濃度は、Wintermans と deMots (1965)が発表

した数式により吸収分光特性から算出した： 

 

 

表 V-570 分光光度計測定条件： 

測定モード Abs 測定範囲 600-800 nm 

レスポンス Medium データ取込間隔 0.5 nm 

バンド幅 1.0 nm 光源切替波長 340 nm 

バンド幅（近赤外） 20.0 nm 回折格子切替波長 790 nm 

走査速度 400 nm/min   

 

 

Chlorophyll a = 13.70 × (A665 – A750) – 5.76 × (A649 – A750) 

Chlorophyll b = 25.80 × (A649 – A750) – 7.60 × (A665 – A750) 

Chlorophyll a + b = 6.10 × (A665 – A750) + 20.04 × (A649 – A750) 
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2.2.4 クロロフィル蛍光 

  

クロロフィル蛍光は、吸収された光エネルギーの放射損失である

(Porcar-Castell et al. 2014)。吸収された光エネルギーの一部が熱として

失われ、一部が光合成反応に使われるので、放出される光の波長は吸収され

た光波長より長波長側になる。この現象は Stokes shift 現象として知られて

いる(Buschmann 2007)。光で励起された光合成色素はそのエネルギーを光合

成反応の消費、熱放散と蛍光発光に伴い、基底状態に戻る。有機溶媒液では、

クロロフィルが高い蛍光収率を示すが、カロテノイドの蛍光収率は極めて低

い(Gillbro and Cogdell 1989,  Barber 1989)。これに対して、生体内での

定常クロロフィル蛍光収率が非常に低く、3％に満たない(Krause and Wei 

1991)。 

 図2-4はパプリカ葉の吸収分光特性と同じサンプルの蛍光分光特性である。

吸収分光特性の測定は Fig.2-3B と同じである。蛍光分光特性の測定方法につ

いては次章で説明する。葉は青いと赤い光をよく吸収し、赤と遠赤域で蛍光

を発光した。吸収ピークは684nm付近、蛍光ピークは689nm付近であり、Stokes 

shift は約 5nm であった。 

 クロロフィル蛍光と光合成反応、熱放散との関係を調べるには、蛍光の性

質と波長特徴を特定する必要がある。また、蛍光と葉のクロロフィル含有量、

葉の吸収との関係を把握する必要がある。図 2-4 に示した濃い緑色葉(Chl: 

502.3 mg m-2)の蛍光波長は、686nm の小さいピークと 740nm 付近の大きいピ

ークを持つ。蛍光 686nm のピークは葉の 680nm 付近の強い吸収帯と重なり、

可なりの量が再吸収されたと考えられる。室温で、この定常クロロフィル蛍

光スペクトルはほとんど光化学系Ⅱからの発光であり、熱放散能力の高い光

化学系Ⅰの蛍光強度が非常に小さい(Covindjee 1995, Buschmann 2007)。た

だし、液体窒素温度(-196 °C)では、740nm 付近で光化学系Ⅰからも強い蛍光

強度が計測された(Strasser and Butler 1977)。 
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2.2.5 クロロフィル蛍光収率比 

 

蛍光値それ自体が意味を持たない(Kalaji et al. 2014)が、まだ多くの研

究では“蛍光強度”が使われている。蛍光強度が測定条件によって変化が大

きいので、少なくとも励起光との関係を表すため、蛍光収率を求めることが

必要である(Omasa and Takayama 2003, Omasa et al. 2009)。 

吸収された光量子数に対して蛍光として発せられた光量子数の比を蛍光量

子収率(ΦF)と呼び、次式で表す： 

Φ  
 

 
 

ここで、Iは吸収された光量子数、Fは蛍光として発せられた光量子数である。

本研究において、Fは測定された蛍光強度又は推定された蛍光強度の値で代用

した。Iは光の照射強度を葉の吸収係数の経験値である 0.84 でかけた値で代

用した。 

蛍光の量子収率は、蛍光発色団の性質とその周辺の両方に依存する。蛍光

収率の減少は、光化学消光(PQ)と非光化学消光(NPQ)に起因するので、光合成

反応を様々方法で評価する貴重なツールとなっている(Schreiber et al.1986, 

Adams et al. 1990, Campbell et al. 1998, Omasa et al. 2007, Zarco-Tejada 

et al. 2009, Rahimzadeh-Bajgiran et al. 2012, Takayama et al. 2013, 

Guanter et al. 2014)。 

定常クロロフィル蛍光の強度が非常に低く、絶対的な測定は非常に困難で

あり、慎重な校正が求められ、データもほとんど相対単位を取る。測定器械、

励起光の強度、測定角度など測定条件の影響を除去するため、蛍光シグナル

は主に F690/ F735 や F690/ F740 など赤や遠赤領域の蛍光比で表される

（Buschmann 2007）。F685/F730、F690/F735、F685/F735 は光合成作用の変化

に左右され、クロロフィル含有量とよい相関を示す(Lichtenthaler and 

Rinderle 1988、Agati et al.1995、Gitelson et al.1998)。太陽光下では、

F690/F760 は植物の光利用効率の潜在的な指標である(Freedman et al.2002)。 

 そこで、本研究では、Moya ら(2004)が提案したフラウンホーファー線法を

用い、686nm と 760nm 付近の酸素吸収帯で蛍光の解析を行い、蛍光収率やその

比を求めた。 
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2.2.6 クロロフィル蛍光パラメータ 

 

クロロフィル蛍光は植物が光合成を行う反応過程で主にクロロフィル a か

ら放出され、光合成の反応に関する情報を豊富に含んでいる。光合成、熱放

散、蛍光に行き渡るエネルギーの分配は常に変わり、何れかの収率が変化す

ると残りの二つの収率も変化する関係にある。 

クロロフィル蛍光の能動的な蛍光測定で、市販の変調パルス光(PAM)装置を

用いれば、ΦPSⅡ、 NPQ、ETR などの蛍光パラメータを測定できる。しかし、

近距離での測定に限定され、遠距離や広範囲での測定には適さない。 

 Schreiber ら(1986)が飽和パルス光と PAM の組み合わせる新しい方法を開

発し、蛍光誘導現象や光化学消光(Photochemical quenching)と非光化学消光

(Non-photochemical quenching)の測定を行った。消光とは蛍光強度を低下さ

せる要因の総称である。消光が大きいことは、光化学反応や熱放散に使われ

るエネルギーの割合が大きいことを示す(Krause and Weis 1991)。クロロフ

ィル蛍光測定による光合成に関する情報を得るには、これらも二つの消光成

分を分離する必要がある。飽和パルス法とは、一時的に非常に強い光を照射

し、光化学反応系へ流れるエネルギーを停止させる(PSⅡの初期電子受容体を

すべて還元し、新たな電子を受け取れない状態にする)ことによって、非光化

学消光の情報を得る方法である(Krause and Weis 1991)。 

 飽和パルス法を用い、蛍光パラメータを抽出する式を Baker(2008)によって

説明する。明期光下での定状のクロロフィル蛍光収率(ΦFs)を以下の式で表

す： 

 

Φ   
  

        
 

 

ここで、kf は蛍光の反応定数、kh は熱放散経路の反応定数、kp は光化学反応

系の反応定数である。この明期光の定状、飽和パルスを照射すると、瞬間的

に全ての電子受容体が還元された状態になり(飽和状態)、光化学反応系の反

応定数がゼロ(kp=0)になる。こと時の明期最大蛍光収率(ΦFm')は次式にな

る： 

 

Φ    
  

     
 

 

また、暗期条件下で飽和パルスを照射し(熱放散係数がゼロになる)、暗期最
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大蛍光収率(ΦFm)を次式により求められる： 

 

Φ   
  

     
 

 

以上の三式により、様々な光合成機能に関する情報を得るとこができる

(Genty et al.1989,Bilger and Björkman 1990,Maxwell and Johnson 2000)。 

ここで、本研究で使用した蛍光パラメータである光化学系Ⅱの量子収率(Φ

PSⅡ)、化学消光(NPQ)と電子伝達率(ETR)の計算は以下の式によった計算し

た： 

 

Φ  Ⅱ  
Φ    Φ  

Φ   
 

 

    
Φ   Φ   

Φ   
 

 

二つの測定方法で、ΦFs、ΦFm'とΦFm の求め方が異なるので、第 3章と第 4

章で詳しく説明する。 

 ΦPSⅡから電子伝達率を推定することができる。光化学系Ⅱと光化学系Ⅰ

のクロロフィルが吸収する光は 1：1 であると仮定すると、吸収された光の半

分が系Ⅱに吸収することになる。2.2.2 章に示したように、光の 80-90%が光

葉に吸収される。葉の吸収係数には経験値として 0.84 が使われる(PAM もこの

値を使用)。電子伝達率 ETR は以下の式から推定できる： 

 

    0.5 ✕ 0.84 ✕ PPFD ✕ΦPSⅡ 
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第 3章 定常クロロフィル蛍光の測定  
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3.1 本研究の目的 

 

クロロフィル蛍光測定は能動方式と受動方式に分かれる。能動方式の蛍光測定は、

近距離から励起光あるいは測定光を葉に照射し、蛍光を直接測定する。一方、受動

方式の蛍光測定は、太陽光励起の下でフラウンホーファー線を用いて、測定された

分光放射輝度から蛍光を求める方法で、 

能動方式の蛍光測定は方法的に確立されており、高精度での蛍光測定が可能であ

るのに対して、受動方式の蛍光測定は、非常に弱い蛍光信号を分光放射輝度から推

定するため、測定法としての検証が必要である。 

そこで本研究では、太陽光励起下でフラウンホーファー線（酸素吸収帯：O2B

と O2A）を用いたクロロフィル蛍光測定法を従来法である人工光励起の測定法

と比較し、クロロフィル含有量の推定を検証することを目的とした。 
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3.2 植物材料及び生育環境 

 

 供試植物材料として、パプリカ（Capsicum annuum cv. ‘Sven’）を用い

た。パプリカはナス科の多年草であるトウガラシ属トウガラシの一栽培品種

である。パプリカは研究室の植物育成チャンバー内で、水耕栽培法により育

成した。植物育成用蛍光灯とハロゲン灯を用い、一日の照射時間を 12 時間と

した。植物上部における光強度は約 400 μmol m-2 s-1であった。昼間温度を

25.0 ℃、夜間温度を 20 ℃、湿度を 70%に設定した。灌水は毎日行い、溶液

として HYPONeX 1000 倍希釈溶液を用いた。測定には、10-18 週間生育させた

完全に展開した、異なる部位の成熟葉を使用した。 
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3.3 人工光励起の定常クロロフィル蛍光の測定 

3.3.1 測定システムの概要 

 

 人工光励起の定常クロロフィル蛍光測定の概念図を図 3-1 に示す。本測定

システムは実験室に設置され、外部の光がカットされた状態で実験を行った。

葉に大きな葉脈がない、クロロフィル含有量の分布が比較的均一な部分にお

いて、一連の測定を行った。ハロゲンランプ(Sumita Optical Glass, Inc. 

LS-100F)を励起光源として用い、ショートパスフィルタ (Optical Coatings 

Japan)で長波長側の励起光をカットした。葉は水平に置き、励起光を 45°で

照射させた。光ファイバを葉表面から 5 cm の位置に設置し、ロングパスフィ

ルター(Optical Coatings Japan)で反射を除去し、蛍光のみを透過させた。

そして、測定を USB4000 分光計(Ocean Optics)で行い、その際、積分時間を

500 ms に設定した。USB4000 は 350-850 nm の範囲で 3648 チャンネルを持ち、

600lines/mm の格子、50 μm のスリットで設定された。装置の半値幅(FWHM)

は 1.5-2.3 nm であった。光源 LS-1-CAL(Ocean Optics)で USB4000 分光計の校

正を行った。葉の測定ヶ所を 150 μmol m-2 s-1の光で 20 分間照射し、定常ク

ロロフィル蛍光を測定した。葉を透過した光の反射を取り除くために、黒ウ

ール紙を葉の裏側にセットした。クロロフィル蛍光分光特性は、SpectraSuite

ソフトフェアを用いて、USB ポートを介してコンピュータに保存された。 
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 図3-1 人工光下での定常クロロフィル蛍光測定の概念図。 
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3.3.2 励起光源とフィルター特性 

 

 励起光源の波長特性を図 3-2A のオレンジ線で示す。励起光源は、400-800nm

の広い波長範囲に分布し、600nm 付近にピークがあった。クロロフィル蛍光測

定の際に、励起光の影響を除去するため使われたショートパスフィルタ

(Optical Coatings Japan)は 610nm より長波長の励起光をカットし、最大透

過率は 80%（青い線）弱であった。また、ファイバに使われたロングパスフィ

ルター(Optical Coatings Japan)は 640nm 以下の葉の直接反射をカットし、

最大透過率は 90％（赤い線）弱であった（図 3-2B）。図 3-2 の青線と赤線は、

それぞれ、上記のフィルターを通して測定した励起光源の分光特性である。 
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図3-2 A：励起光源波長特性(Sumita Optical 

Glass, Inc., LS-100F)とフィルター特性(Optical 

Coatings Japan)。B：フィルターの透過波長特性。 
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3.3.3 クロロフィル蛍光の分光特性 

 

 対象葉を150μmol m-2 s-1の励起光で20分間照射し、定常クロロフィル蛍光

を測定した。クロロフィル蛍光の波長特性を調べるには、葉の吸収特性との

関係を明らかにする必要がある。図3-3に示す3枚の葉において測定ヶ所を特

定し、葉の吸収と蛍光の分光特性とクロロフィル含有量を測定した。 

図3-4A はクロロフィル含有量が異なる葉のクロロフィル蛍光の分光特性

である。約650nm-800nmの範囲で蛍光が測定された。実線、破線、点線のクロ

ロフィル含有量は、それぞれ、502.3、160.8、62.9（単位：mg m-2）であった。

何れも686nmと740nm付近で蛍光ピークを示した。686nm付近では、クロロフィ

ル含有量が高いほど、蛍光ピークが著しく減少した。一方、740nm付近では逆

転し、クロロフィル含有量が高いほど蛍光ピークも増加した。 

 図 3-4B は上記の蛍光測定に使われた葉の吸収特性である。測定方法は、

2.2.1 と同様である。クロロフィル含有量が多くなると、686nm 付近の吸収も

著しく増大した。これと対照的に、740nm では吸収の差が小さくなり、760nm

付近ではこの差がなくなった。 

 図 3-5 はクロロフィル含有量(502.3 mg m-2)が大きい葉の再吸収の蛍光への

影響を示す。686nm 付近では 90％以上が再吸収され、760nm 付近では 4%未満

であった。また、全蛍光強度（オレンジ点線）は、684nm 付近で最大値を示し

たが、これが実測蛍光値(赤線)では 689nm までシフトした(stock shift)。 
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 図3-3 蛍光と吸収の分光特性の測定に使われた葉の写真(クロロ

フィル含有量：左から502.3 mg m-2、160.8 mg m-2、62.9 mg m-2)。 
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引いた部分が再吸収された蛍光量を表す。青線は葉

の吸収特性を示す。 
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3.4 太陽光励起の定常クロロフィル蛍光の測定 

3.4.1 蛍光の受動的測定の現状 

 

定常クロロフィル蛍光の収率は非常に低く、通常吸収された光の3%以下で

ある（Krause and Weis 1991, Govindjee 1995）。太陽光下では、蛍光強度が

葉の放射に比べると非常に弱く、区別できない。しかし、O2B (686 nm)とO2A 

(760 nm)付近の酸素吸収帯であるフラウンホーファー線内では他の波長に比

べると、反射光に対する蛍光強度の割合が大きくなり、この領域でFraunhofer 

Line Depth(FLD)法を用いることで蛍光の定量化が可能になる(Lichtenthaler 

et al.1992;Moya et al.2004)。 

 太陽光励起のクロロフィル蛍光の受動的測定法―FLD 法は Plasccyk (1975)

によって提案され、Plasccyk と Gabriel(1975)によって航空機からの測定が

行われた。葉のレベルでは Meroni ら(2006, 2008a)や Rascher ら(2009)、群

落レベルでは Moya ら(2004)や Meroni ら(2008b)、Daumard ら(2012)によって

研究がなされている。近年、衛星リモートセンシングによる太陽光励起クロ

ロフィル蛍光の測定が非常に注目され、群落光合成、正規化植生指標

(Normalized Difference Vegetation Index: NDVI)、 総一次生産(Gross 

Primary Production: GPP)、ストレスの推定などに使用されている

(Frankenberg et al.2011,Joiner et al.2011,Guanter et al.2012,Damm et 

al.2015)。 
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3.4.2 FLD 法による蛍光推定 

 

人工光励起の定常クロロフィル蛍光の分光特性は 686nm と 740nm 付近でピ

ークになり、760nm 付近でもかなり強い蛍光強度を表す（図.3-4A）。これは酸

素吸収帯 686nm(O2B)と 760nm(O2A)付近の放射輝度が著しく減少する領域と重

なる。FLD 法による太陽光定常クロロフィル蛍光推定にはこの 2つの酸素吸収

帯が通常使われる。 

図 3-6A が FLD 法の概念図である（Moya et al.2004）。太陽光の下で放射輝

度を測定し、蛍光を推定する方法である。この方法により、定常クロロフィ

ル蛍光の推定は可能であるが、蛍光消光解析（蛍光パラメータの解析）には

向いていない(Jones and Vaughan 2010)。  

正常な葉が生育に適した環境下であれば、光合成を行い、葉の放射輝度が

反射板の放射輝度よりもクロロフィル蛍光(Fs: steady-state chlorophyll 

fluorescence)を放出する分だけ強くなる(図.3-6B)。蛍光がない基準表面か

らの放射輝度の棚(a)と溝の底(b)の部分、対象物の放射輝度の棚(c)と溝の底

(d)の部分が蛍光推定に使われる。一定の波長範囲内で、反射板放射輝度に対

する対象物の放射輝度の反射係数を Rとし、この領域内で Rと Fs が一定であ

ると仮定する（Moya et al.2004）と、cと dを以下のように表すことができ

る： 

  

        

        

 

この二つの式を解くと 

 

              

        

 

この式を用い太陽光励起の定常クロロフィル蛍光強度が推定できる。 
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図 3-6 フラウンホーファー線を用いた蛍光測定の概念

図(A)と反射と蛍光の概略図（B）(Moya et al. 2004)。  
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3.4.3 測定システムの概要 

 

人工光励起の定常クロロフィル蛍光測定が終了後、同一サンプルのマーク

されたヶ所で太陽光励起の定常クロロフィル蛍光の測定を行った。測定概念

図を図 3-7 に示す。本測定システムは実験室に設置され、窓から入る太陽光

照射の下で行った。風の影響もなく、安定した天気を選択し測定を行ったた

め、比較的安定した分光特性の測定ができた。 

 放射輝度の分光特性の測定は HR2000+分光計(Ocean Optics)によって行っ

た。太陽光下で20分間順応させた葉を1分間測定した。分光計の半値幅(FWHM)

は 0.035nm、680-770nm 範囲内で 2048 チャンネルを持ち、積分時間を 200ms

に設定した。また、この分光計は、1800lines/mm の格子 H11、5μm のスリッ

ト、L2 検出集光レンズ、OF1-OG590 ロングパスフィルター、SAG+UPGD-HR 高反

射率の AgPlus 鏡で構成される。葉を太陽の入射光に垂直に設置し、光ファイ

バを葉表面から 5cm、表面の鏡面反射を減らすため光と 45°になるよう固定

した。葉の測定後、18%の反射板(Kodak)が葉と同じ角度と位置に設置され、

放射輝度の基準として測定した。測定データは OPwave+ソフト(Ocean Optics)

で USB ポート経由パソコンに記録された。葉を透過した光の反射を取り除く

ため、黒ウール紙を葉の裏側に設置した。測定中、LI-COR LI-250 光度計で光

合成有効放射強度を測定した(800–1800μmol m–2 s–1)。 

 図.3-8 に示すように、HR2000+分光計の光強度に対する感度を検証した。光

強度が約 8000μmol m–2 s–1以下であれば、線形相関を示した。一連の実験で

は、励起光強度が 8000μmol m–2 s–1を超えなかった。 
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図 3-7 太陽光下での定常クロロフィル蛍

光測定の概念図。  
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3.4.4  FLD 法の応用 

 

 ここでは、FLD 法の太陽光励起の定常クロロフィル蛍光推定について具体的

に説明する。図 3-9 に、太陽光(実線)と葉(点線)の放射輝度分光特性を示す。

酸素吸収帯 686nm(O2B)と 760nm(O2A)付近で非常に深い溝が測定された。 

図.3-10A と B は、酸素吸収帯 686nm(O2B)と 760nm(O2A)付近の放射輝度の分光

特性の拡大図である。クロロフィル蛍光推定の絶対誤差を小さくするための

波長幅(W)は、0.4 nmにした。棚のaとc(A:685.93-686.32 nm、B:758.76-759.17 

nm)、溝の底bとd(A:686.54-686.93 nm、B:760.24-760.64 nm)はそれぞれ0.4nm

波長幅の平均値である。平均した測定値 Ma、Mb、Mc、Mdを用い、反射率(R)と

太陽光励起の定常蛍光強度(Fs)を算出した： 
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3.5 結果 

 

酸素吸収帯 686nm(O2B)と 760nm(O2A)付近の人工光(ΦFa)と太陽光(ΦFs)励

起の定常クロロフィル蛍光の収率とその比（それぞれΦFa686.4/ΦFa760.5 と

ΦFs686.7/ΦFs760.4）を算出し、クロロフィル含有量との相関について検討

した。 

図3-11はクロロフィル含有量と人工光励起の定常クロロフィル蛍光収率の

関係を示す。クロロフィル蛍光収率ΦFa686.4 は、クロロフィル含有量の増加

に伴い減少し（図 3-11A）、ΦFa760.5 は増加傾向を示した（図 3-11B）。両方

で、クロロフィル含有量が 200 mg m-2 を下回ると変化が大きく、クロロフィ

ル含有量が 400 mg m-2より大きくなるとともに変化が少なくなった。 

図3-12はクロロフィル含有量と太陽光励起の定常クロロフィル蛍光収率の

関係を示す。クロロフィル蛍光収率ΦFs686.7 はクロロフィル含有量の増加に

伴い著しく減少し（図.3-12A）、ΦFs760.4 は増加傾向を示したもののばらつ

きが大きかった（図.3-12B）。 

図.3-11 と図.3-12 を比較すると、太陽光励起の定常クロロフィル蛍光収率

のばらつきは人工光励起より大きかった。これは太陽光下での測定で、太陽

の変動や分光器の感不足、反射板による放射輝度の対象基準の選択の不適切

などの原因でクロロフィル蛍光シグナルが若干変化したからであると考えら

れる。しかしながら、クロロフィル含有量との関係は、人工光励起、太陽光

励起に関わらず、同じ傾向を示した。 

図3-13はクロロフィル含有量と定常クロロフィル蛍光収率比の相関を示す。

人工光下で、ΦFa686.4/ΦFa760.5 はクロロフィル含有量と非常に明確な逆の

曲線関係を示した (図 3-13A、R2=0.94)。太陽光下でもΦFs686.7/ΦFs760.4

はクロロフィル含有量とよい逆の曲線関係を示した (図 3-13B、R2=0.73)。但

し、太陽光下ではロロフィル含有量が 400 mg m-2 より多い時、ばらつきが大

きくなった。X 軸における二乗平均平方根(RMSE)誤差も太陽光下の法がはるか

に大きかった。 

図 3-14 はクロロフィル含有量と定常クロロフィル蛍光の収率比との対数

相関を示。これは図 3-12 の両軸に対数を取った図になる。人工光下では非常

によい負の直線関係を示したが、太陽光下ではクロロフィル含有量が大きい

時ばらつきが目立った。 

図 3-15 は二つの方法の定常蛍光収率比の平均絶対誤差(Mean absolute 

error, MAE)を示す。信号のばらつきやノイズを減らすため、最適な波長幅を

選ぶ必要がある。波長幅が 0.4nm の時 MAE が一番小さかったため、今回の実

験では、太陽光下で放射輝度から蛍光を抽出する際 0.4nm の波長幅を使用し
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た。 

図3-16は人工光励起の定常クロロフィル蛍光収率比と太陽光励起の定常ク

ロロフィル蛍光収率比との相関である。人工光励起の定常クロロフィル蛍光

の収率比(ΦFa686.4/ΦFa760.5)が太陽光(ΦFs686.7/ΦFs760.4)のと直線的な

相関関係を示した。 
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図 3-11 クロロフィル含有量と人工光励起による定常クロロフ

ィル蛍光の収率の関係。A: ΦFa686.4. B: ΦFa760.5。 
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図 3-12 クロロフィル含有量と太陽光励起による定常クロロフ

ィル蛍光の収率の関係、A: ΦFs686.7. B: ΦFs760.4。 
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absolute error)、波長幅が 0.4nm の時 MAE が一番小さかった。 
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3.6 考察 

  

図 3-4 に示したように、定常クロロフィル蛍光強度は 686nm と 740nm 付近

でピークになる。686nm 付近の蛍光は葉の吸収と重なり、クロロフィル含有量

が高い葉（Chl:502.3 mg m-2）では 90%以上も再吸収される。クロロフィル含

有量が低い葉（Chl:62.9 mg m-2）でも 60%ぐらいは再吸収される。一方、760nm

付近では、葉の再吸収がクロロフィル含有量と関係なく低いため(4%程度)、

定常状態クロロフィル蛍光への再吸収効果は低い(図.3-5)。葉の再吸収効果

で、686nm 付近ではクロロフィル含有量が高いほど蛍光強度が低くなり、760nm

付近では逆の現象を示す。これは過去の研究でも報告され、葉の色素の再吸

収現象として知られている（Lichtenthaler et al. 1986, Gitelson et al. 1998, 

Buschmann 2007）。 

太陽光下では、686nm と 760nm の酸素吸収帯 O2B と O2A が存在し、特に O2A

では放射輝度の 90%が吸収され、クロロフィル蛍光に対して、太陽光の葉によ

る反射の強度差がほかの波長領域より小さくなる(図.3-9)。この現象を用い

た野外定常クロロフィル蛍光の推定が Plascyk (1975)と Plascyk and 

Gabriel(1975)によって初めて提案され、Moya ら(2004)によって葉と群落レベ

ルで応用された。 

自然光下では、クロロフィル蛍光波長が、葉の吸収帯と重なり、測定装置

の感度や励起光の強度、測定角度の影響を受け易い。また、O2BとO2Aの酸素吸

収帯深度が変わりやすいため、FLD法による蛍光推定は非常に難しく、特に、

葉と反射基準板に同一強度の光を照射することに注意するべきである

( Zarco-Tejada et al. 2003; Moya et al. 2004; Meroni et al. 2006; Campbell 

et al. 2008）。本研究では、安定した晴天の時間帯を選び、サンプルの測定

直後に反射板の測定を速やかに行なうことにより測定精度の向上を図ったが、

太陽光の変動に伴う酸素吸収帯の変化による測定誤差への影響は避けられな

い。また、不安定な太陽光強度は、光合成反応の不安定性をもたらし、クロ

ロフィル蛍光放出割合と色素再吸収の変化を引き起こす(Buschmann 2007)。 

 経験上、F685/F730やF690/735、F690/740などの蛍光強度比は、室内で定常

クロロフィル蛍光の評価や、クロロフィル含有量を非破壊で推定する研究に

利用される(Agati et al. 1995; Buschmann 2007; Campbell et al. 2008）。

Gitelsonら(1998)は、F690/F735蛍光比の変化の90%以上はクロロフィル含有

量に依存すると指摘した。一方、自然光下では、クロロフィル蛍光強度のピ

ークに近い686nmと760nmの2つの酸素吸収帯が定常状態クロロフィル蛍光推

定に使われる(Moya et al. 2004; Meroni et al. 2009）。本研究によって、

酸素吸収帯O2AとO2Bのクロロフィル蛍光収率比がクロロフィル含有量に伴う
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定常クロロフィル蛍光の変化を推定する、または定常クロロフィル蛍光と照

射光の関係をよりよく表す指標であることが明らかになった。 

人工光励起の定常クロロフィル蛍光収率比ΦFa686.4/ΦFa760.5と太陽光励

起の定常クロロフィル蛍光収率比ΦFs686.7/ΦFs760.4 は、クロロフィル含有

量と非常に明確な逆の曲線関係を示し、R2はそれぞれ0.94と 0.73であった。

Moya ら(1992)は蛍光量子収率とクロロフィル含有量の間に高い逆相関性があ

ると提言した。686nm 付近で、色素の強い再吸収効果により、Φ

Fa686.4/ΦFa760.5 とΦFs686.7/ΦFs760.4 収率比はクロロフィル含有量の増

加に伴い著しい減少した(図.3-13)。クロロフィル含有量が 400 mg m-2より低

い時、ΦFa686.4/ΦFa760.5 と ΦFs686.7/ΦFs760.4 がクロロフィル含有量と

非常に似た相関を示した(図.3-17、R2:0.91 と 0.89)。クロロフィル含有量が

400 mg m-2より大きい時、ΦFs686.7/ΦFs760.4 のばらつきが大きくなるのは

色素の再吸収の影響を受け易く、精度が落ちるためと考えられる。これは、

クロロフィル含有量が大きい時、色素の再吸収により蛍光強度が基準放射輝

度に比べ非常に弱くなり、場合によって蛍光推定ができなくなり、測定失敗

に繋がることも考えられる。 

 酸素吸収帯 O2B と O2A の溝の底の波長幅が 0.4nm の時、太陽光励起の定常ク

ロロフィル蛍光収率比ΦFs686.7/ΦFs760.4 の MAE が一番小さく、人工光と太

陽光励起の 2つの方法の定常クロロフィル蛍光収率比は良い相関(R2=0.84)を

示した(図.3-16)。Moya ら(2004)による研究では、能動的と受動的蛍光測定法

の間に高い相関(R2=0.99)が報告されたが、これは再吸収の影響を除去したク

ロロフィル含有量の非常に限られた範囲から得られたものである。しかしな

がら、本研究においては、クロロフィル含有量が大きく異なる場合において

も、自然光下で、太陽光励起のクロロフィル蛍光収率比から植物のクロロフ

ィル含有量を良い精度で推定できることが明らかになった。 
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図 3-17 クロロフィル含有量が 400 mg m-2 以下におけるクロロ

フィル含有量と定常クロロフィル蛍光の収率比との相関、A:人

工光励起、B:太陽光励起。 
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3.7 本章のまとめ 

 

本研究では、人工光励起と太陽光励起の定常クロロフィル蛍光を測定し、

686nm と 760nm の酸素吸収帯 O2B と O2A 付近で蛍光収率を求め、クロロフィル

含有量との相関を明らかにした。更に、太陽光励起の定常クロロフィル蛍光

率比と人工光励起の定常クロロフィル蛍光率比の相関を求め、FLD 法による定

常クロロフィル蛍光の推定の有効性を確かめた。そこで、太陽光励起のクロ

ロフィル蛍光収率比から植物のクロロフィル含有量を良い精度で推定できる

ことが初めて明らかになった。 
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第 4 章 飽和パルス法によるクロロフィル蛍

光の測定  
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4.1 本研究の目的 

 

光合成色素で吸収された光エネルギーは光合成反応に利用されるが、その

一部は、686nm と 740nm 付近にピークを持つクロロフィル蛍光として放出され

る。しかしながら、686nm 付近のピークは葉の強い吸収帯と重なっており、か

なりの割合が再吸収されるに対し、760nm 付近ではほとんど再吸収の影響がな

いがことが第３章で確認された。また、太陽光励起下でフラウンホーファー

線（酸素吸収帯：O2B と O2A）を用いたクロロフィル蛍光測定法について検討

され、クロロフィル含有量の推定について従来法と比較し検証された。 

近年、航空機や衛星リモートセンシングによる太陽光励起の定常クロロフ

ィル蛍光の測定が行われるようになってきており、群落レベルの光合成速度

や植物ストレスの評価に応用されている。しかし、衛星リモートセンシング

などの遠距離からこの非常に弱い蛍光信号をどれぐらい正確に測れているか

は課題である。 

そこで本研究では、酸素吸収帯 O2A であるフラウンホーファー線を用い、

光化学系Ⅱの量子収率(ΦPSⅡ)、化学消光(NPQ)と電子伝達率(ETR)を推定す

る新しい方法を提案し、従来の PAM 法と検証を行い、フラウンホーファー線

法によるクロロフィル蛍光パラメータの推定につて議論することを目的とし

た。
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4.2 植物材料及び生育環境 

 

本実験では、パプリカとトウモロコシ、パキラを実験材料として使用した

(図 4-1)。パプリカ（Capsicum annuum cv. ‘Sven’）は定常クロロフィル蛍

光の実験と同一品種を用いた。トウモロコシ（Zea mays L.）はイネ科の一年

草で、世界三大穀物の一つである。パキラ（Pachira Aubl.）はアオイ科属の

木本植物で、観賞植物である。 

パプリカとトウモロコシは、園芸培養土（赤玉土、ピートモス、バーミキ

ュライト）に播種し、植物育成チャンバー内で育成した。植物育成用蛍光灯

と LED ライトを用い、一日の照射時間を 12 時間とした。植物上部における光

強度は約 350 μmol m-2 s-1であった。昼間温度を 25.0 ℃、夜間温度を 20 ℃、

湿度を 70%に設定した。灌水は毎日行い、HYPONeX 1000 倍希釈溶液を用いた。

実験には、8-15 週間生育させた完全に展開した、異なる部位の成熟葉を使用

した。 

 パキラは、観賞用として販売されているポット植えの個体を購入し、室内

の蛍光灯下で順化させた。このため、光強度は植物育成用チャンバーよりは

るかに低かった。 

  

 

 

  

  

https://ja.wikipedia.org/wiki/%E3%82%AB%E3%83%BC%E3%83%AB%E3%83%BB%E3%83%95%E3%82%A9%E3%83%B3%E3%83%BB%E3%83%AA%E3%83%B3%E3%83%8D
https://en.wikipedia.org/wiki/Jean_Baptiste_Christophore_Fusee_Aublet
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図4-1 飽和パルス光下での蛍光測定に使われた三種類の

植物、左から：パプリカ、トウモロコシ、パキラである。 
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4.3 飽和パルス光によるクロロフィル蛍光の測定 

4.3.1 測定システムの概要 

 

測定システムは定常クロロフィル蛍光の実験と同様、実験室に設置し、窓

から入る太陽光照射の下で行った。風の影響もなく、安定した天気の時間帯

を選択して行ったため、比較的安定した分光特性の測定ができた。 

図 4-2 のように、定常クロロフィル蛍光測定の場合と同じ装置を用い、こ

れ に 、 JUNIOR PAM(Walz) 装 置 と 飽 和 パ ル ス 照 射 の た め の レ ー ザ

(KaLaser:660nm,200mW)を加えた。HR2000+高波長分解能分光計(Ocean Optics)

のパラメータや設定条件は章 3.4.3 とほぼ同じので、ここでは異なるところ

のみについて説明する。 

葉を JUNIOR PAM 装置付属の JUNIOR-B クリップで挟み、太陽の入射光に垂

直になるよう設置した。クロロフィル蛍光パラメータの検証のために使用し

た PAM 装置の光ファイバを葉の表面から 1mm、また、温度センサを葉の裏面か

ら 1mm の距離に設置した。PAM 装置の周波数を 5HZ、飽和パルス強度を 10000

μmol m-2 s-1、照射時間を 0.8s にそれぞれ設定した。 

HR2000+分光計の光ファイバは、葉表面から 5 mm の位置に設置し、PAM 装置

の光ファイバと 45°なるよう固定した。PAM 装置の飽和パルス光の影響を避

けるため、分光計の光ファイバを PAM 装置の光ファイバより 2mm 離した。

HR2000+分光計での測定の際に飽和パルス光として用いた赤色レーザの強度

を約6000 μmol m-2 s-1とし、葉と60°の角度から0.8秒間照射した(図4-3)。

レーザ光の葉表面での直径は約 30mm で、レーザ強度分布が均一であるところ

を測定した。放射輝度基準として、90%の反射板(Kodak)を用いた。測定した

データはそれぞれの装置のソフトウェア経由でコンピュータに保存された。 

図 4-4 は PAM 装置付属の光量子計と LI-COR 光量子計の相関である。測定の

際、PAM 装置付属の光量子計で光合成有効放射強度(PPFD)を記録し、この相関

式で LI-COR の値に換算し使用した。 

 本研究では、FLD 法による光化学系Ⅱの量子収率(ΦPSⅡ)、化学消光(NPQ)

及び電子伝達速度(ETR)の測定結果を PAM 法で検証する。また、HR2000+分光

計による測定値は、酸素吸収帯 O2A（760.4nm）付近の 0.4nm 波長幅での値と

した。 
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図4-2 飽和パル光によるクロロフィル蛍光測定の概念図。 



６１ 

 

 

  

図4-3 飽和パルス光下での蛍光測定の例。 
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図4-4 PAM装置付属の光量子計とLI-COR光量子計の比較。 
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4.3.2 飽和パルス光の波長と強度 

  

 PAM 装置の飽和パルス光(青色 LED)と分光計のための飽和パルス光（赤色レ

ーザー）の波長特性を図 4-5 に示す。それぞれ 460nm と 660nm 付近にピーク

があった。 

 飽和パルス光の強度を決定するため、蛍光収率と光強度の関係を調べる

必要がある。図 4-6 にはパプリカにおける光強度と蛍光収率の関係を示す。

これは、PAM 装置の励起光の強度を調整し、HR2000+分光計で測定した結果で

ある。実験の際、分光計用ファイバを PAM 装置の励起光で励起された蛍光を

最大限に検知できるよう設置した。PAM 装置の励起光強度は 1から 12 段まで

調整でき、値は 25-1500μmol m-2 s-1 であり、LI-COR 光量子計の強度に換算

すると 28-2370μmol m-2 s-1であった。20 分間暗処理したパプリカの葉では、

光強度が 1000μmol m-2 s-1 を超えると蛍光収率がほぼ一定になった(図 A)。

一方、太陽光下で順化させた実験材料で同様な実験を行ったところ、光強度

が 2000μmol m-2 s-1 を超えると、蛍光収率が飽和した(図 B)。これらの実験

において、太陽光が約 700μmol m-2 s-1 の時に 2 回（丸と四角マーク）、 約

1300μmol m-2 s-1時に 4回測定した。なお、励起光強度が低い時は、葉の放射

輝度の影響で蛍光信号を検出できなかった。Omasa ら(2009)のタマシダ

(Boston fern)葉における飽和パルス決定実験では、暗処理で約 800μmol m-2 

s-1、300μmol m-2 s-1の光の下で約 1300μmol m-2 s-1の強度で飽和したことが

示されている。以上の結果から、レーザの飽和パルス強度をパプリカ、トウ

モロコシ、パキラの葉を十分に飽和させると考えられる 6000μmol m-2 s-1 に

設定することにより、飽和パルスとして十分な光強度が得られると判断した。 
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図4-6 パプリカにおける光強度と蛍光収率の関

係。A:暗処理下、B：太陽光下。 
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4.3.3  飽和パルス光による蛍光測定 

 

 ここでは、飽和パルス光を用いた蛍光測定の手順について説明する(図 4-7)。

測定は、下記の順番で行った。 

 

① 最大蛍光収率(ΦFm)を求めるために、4.3.1 で紹介した測定装置(図 4-3)

を自作の暗箱に入れ、材料植物を 20 分間暗処理した。 

② 暗処理の状態において、HR2000+分光計（積分時間：200ms）で葉の測定を

行い、測定された 10 秒間のデータの中央値を暗値とした。 

③ ②の測定後、直ちに PAM 装置で最大蛍光収率ΦFm を測定した。 

④ PAM装置でΦFmを測定した約1分後、赤色レーザの飽和パルス光（約0.8s）

を照射し、分光測定を行った。 

⑤ その後、暗箱を取り除き、太陽光下で材料植物を順応させた(図 4-7A)。5

分間以上太陽光に順化させた後、PAM 装置で太陽光下での蛍光収率（ΦFs）

と最大蛍光収率(ΦFm')を測定した。さらに、PAM 装置での測定の後 20

秒経過した時点で、赤色レーザの飽和パルス光を照射し、同様に、分光計

測定を行った。この測定を 40 秒間の周期で 2-4 回繰り返し、太陽光強度

が安定した時の測定値を求めた。なお、レーザ光を照射する前の 10 秒間

の測定値の中央値を太陽光下での測定値とした(図 4-7B)。上記の測定後、

速やかに白板を葉用クリップで挟み、太陽光放射輝度を測定した。白板を

セットした時、葉における光強度やファイバの距離と角度が一致すように

実験を行った。また、測定値の 10 秒間の中央値を計算に使用した。 

⑥ 上記で測定された分光測定値から、FLD 法を用いて、暗所での最大蛍光収

率ΦFm、太陽光下での蛍光収率ΦFs 及び太陽光下での最大蛍光収率ΦFm'

を計算した。これらの計算の際には、測定値から暗値を引いた 0.6s 間の

値を使用した。さらに、ΦFm、ΦFm'、ΦFs から、光化学系Ⅱの量子収率

(ΦPSⅡ)、非光化学消光(NPQ)及び電子伝達速度(ETR)などのクロロフィル

蛍光パラメータを算出した。 
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図4-7 太陽光下で、飽和パルス法によるクロロフィル蛍光測

定。A:暗処理と明処理下におけるPAM飽和光（SLPAM）とレーザ

飽和光（SLRL）照射、B：暗処理と明処理下における蛍光収率

の時間変化。 
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4.4  結果 

4.4.1 パプリカ 

 

パプリカにおける実験について、太陽光強度が比較的安定していた 39 回の

データを解析に用いた。一連の実験中、レーザ強度は 6000μmol m-2 s-1、太陽

光放射強度(PPFD)は 11-1726μmol m-2s-1、葉緑素計の SPAD 値は 37.5-52.9、

葉面温度は 20.8-35.2℃であった。 

 図4-8はパプリカの光化学系Ⅱの量子収率(ΦPSⅡ)と光合成有効放射強度

の相関を示す。ΦPSⅡはPAM法(A)とFLD法(B)両方において光合成有効放射強

度の増加に伴い減少し、ばらつきあるものの非常に似た分布を示した。 

 図4-9はパプリカの非光化学消光(NPQ)と光合成有効放射強度の関係を示す。

NPQはPAM法(A)とFLD法(B)両方において光合成有効放射強度の増加と共に増

加した。PAM法、FLD法共にばらつきがやや大きかったが、決定係数は同じ値

であった。 

 図4-10はパプリカの電子伝達速度(ETR)と光合成有効放射強度の関係であ

る。PPFDが大きい時、PAM法(A)とFLD法(B)両方においてばらつきが大きかっ

た。また、PPFDが1000μmol m-2s-1を超えると平均値的にはETRが小さくなる傾

向がみられた。 

 図4-11はパプリカのΦPSIIとNPQの相関である。PAM法(A)、FLD法(B)共に負の

相関を示したが、FLD法の方が決定係数は小さかった。 

 図 4-12 はパプリカのΦPSⅡにおける PAM 法と FLD 法の相関である。決定係

数が R2=0.90 と高く、近似線も y=x にほぼ重なった。 

 図 4-13 はパプリカの NPQ における PAM 法と FLD 法の相関である。ΦPSⅡの

場合と同様、近似線が y=x にほぼ重なったが、決定係数が R2=0.85 とやや悪

かった。 

 図 4-14 はパプリカの ETR における PAM 法と FLD 法の相関である。光強度が

高い時、ばらつきが大きかった。 

 これら実験において、同じ強度の太陽光を照射しても、ΦPSⅡ、NPQ、ETR

の値が必ずしも一致しなかった。特に光強度が高い時、ばらつきが大きい傾

向がみられた。この傾向は、葉緑素計の値がほぼ一定の葉においても見られ

た。 
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図4-8 パプリカのΦPSIIと光合成有効放射強度の関

係。AとBはそれぞれPAM法とFLD法の結果である。 
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図4-9 パプリカのNPQと光合成有効放射強度の関係。

AとBはそれぞれPAM法とFLD法の結果である。  
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図4-10 パプリカのETRと光合成有効放射強度の関

係。AとBはそれぞれPAM法とFLD法の結果である。  
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図4-11 パプリカのΦPSIIとNPQの相関。Aと

BはそれぞれPAM法とFLD法の結果である。  
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4.4.2 トウモロコシ 

 

トウモロコシにおける実験においては、40 回のデータを解析に用いた。一

連の実験中、レーザ強度は 6000μmol m-2 s-1、太陽光放射強度(PPFD)は

9-1860μmol m-2s-1、葉緑素計の SPAD 値は 22.7-36.6、葉面温度は 21.1-32.7℃

であった。 

図4-15はトウモロコシの光化学系Ⅱの量子収率(ΦPSⅡ)と光合成有効放射

強度の相関を示す。ΦPSⅡはPAM法(A)とFLD法(B)両方において光合成有効放

射強度の増加に伴い減少し、ばらつきあるものの非常に似た分布を示した。

決定係数は、パプリカよりも悪かった。また、決定係数がFLD法よりもPAM法

の方が悪かったが、その原因についいては光強度が高いとき、PAM法でばらつ

きが大きくなったことが上げられる。 

 図4-16はトウモロコシの非光化学消光(NPQ)と光合成有効放射強度の関係

を示す。NPQはPAM法(A)とFLD法(B)両方において光合成有効放射強度の増加と

共に増加した。決定係数については、PAM法でΦPSⅡよりも悪かったが、その

原因はΦPSⅡと同様、光強度が高いときのばらつきが大きいことが原因して

いる。 

 図4-17はトウモロコシの電子伝達速度(ETR)と光合成有効放射強度の関係

である。光強度が高い時、PAM法(A)とFLD法(B)両方においてばらつきが大き

かった。特にPAM法ではよりばらつきが大きく、決定係数も悪かった。パプリ

カよりも光強度が高いときの低下が小さかった。 

 図4-18はトウモロコシのΦPSIIとNPQの相関である。二つの方法でほぼ同じ傾

向を示し、PAM法(A)のほうがFLD法(B)より相関係数が若干高かった。 

 図 4-19 はトウモロコシのΦPSⅡにおける PAM 法と FLD 法の相関である。パ

プリカに比べると決定係数はやや悪いが、R2は 0.84 と高い相関を示し、近似

線も y=x にほぼ重なった。 

 図 4-20 はトウモロコシの NPQ における PAM 法と FLD 法の相関である。FLD

法では、NPQ がやや高く推定される傾向があった。 

 図 4-21 はトウモロコシの ETR における PAM 法と FLD 法の相関である。光強

度が高い時、ばらつきが大きくなったが、R2は 0.87 とパプリカの場合よりも

よかった。 

この実験で、パプリカの結果と同様に、ΦPSⅡ、NPQ、ETR がその時の環境

状況や光合成反応速度に依存し、葉緑素濃度と関連性が低かった。光強度が

高い時、FLD 法のΦPSⅡ、NPQ、ETR は PAM 法よりばらつきが低く、決定係数

も高かった。この原因については明確ではない。PAM 法と FLD 法で測定された

ΦPSⅡ、NPQ、ETR もいい相関を示した。ΦPSⅡの値は、光強度が高いとき、
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トウモロコシではほぼ 0.2 以上であったに対し、パプリカでは 0.1 を下回る

値もあり、全体的に低い傾向を示した。一方、トウモロコシの NPQ はパプリ

カより低い傾向を示した。この傾向は、特に、光強度が強いとき、Ｃ４植物

であるトウモロコシはＣ３植物のパプリカより光合成速度が高く、熱放散力

が低いことを示している。 
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図4-15 トウモロコシのΦPSIIと光合成有効放射強度

の関係。AとBはそれぞれPAM法とFLD法の結果である。  
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図4-16 トウモロコシのNPQと光合成有効放射強度の

関係。AとBはそれぞれPAM法とFLD法の結果である。  
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図4-17 トウモロコシのETRと光合成有効放射強度の

関係。AとBはそれぞれPAM法とFLD法の結果である。  
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図4-18 トウモロコシのΦPSIIとNPQの関係。

AとBはそれぞれPAM法とFLD法の結果である。  
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図 4-19 トウモロコシにおける ΦPSII, PAMとΦPSII, FLDの関係。 
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図 4-20 トウモロコシにおける NPQPAMと NPQFLDの関係。 
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図 4-21 トウモロコシにおける ETRPAMと ETRFLDの関係。 
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4.4.3 パキラ 

パキラにおける実験においては、40 回のデータを解析に用いた。一連の実

験中、レーザ強度は 6000μmol m-2 s-1、太陽光放射強度(PPFD)は 17-1537μmol 

m-2s-1、葉緑素計の SPAD 値は 23.2-56.1、葉面温度は 20.1-27.6℃であった。 

図4-22はパキラの光化学系Ⅱの量子収率(ΦPSⅡ)と光合成有効放射強度の

相関を示す。ΦPSⅡは PAM 法(A)と FLD 法(B)両方において光合成有効放射強

度の増加に伴い減少し、ばらつきあるものの似た分布を示した。決定係数は、

トウモロコシよりもよく、パプリカと同程度であった。 

 図4-23はパキラの非光化学消光(NPQ)と光合成有効放射強度の関係を示す。

NPQはPAM法(A)とFLD法(B)両方において光合成有効放射強度の増加と共に増

加した。特に、光強度が1000μmol m-2s-1より高い時、増加が著しくなり、同

じ光強度でも2倍以上の差が生じた。このため、線形回帰式の決定係数は悪か

った。 

 図4-24はパキラの電子伝達速度(ETR)と光合成有効放射強度の関係である。

光強度が高い時、PAM法(A)とFLD法(B)両方においてばらつきが大きかった。

光強度が高いときの低下はパプリカと同程度であった。1500μmol m-2s-1以上

のデータがあると、より著しい低下が生じる可能性はある。 

 図4-25はパキラのΦPSIIとNPQの相関である。PAM法(A)とFLD法(B)でほぼ同じ

傾向を示し、線形相関はなかった。ΦPSIIが0.3より低い時NPQの変化が非常に

激しく、一方、ΦPSIIが0.4より高い時NPQの変化が少なかった。 

 図 4-26 はパキラのΦPSⅡにおける PAM 法と FLD 法の相関である。パプリカ

と同様、R2は 0.90 と高い係数を示し、ばらつきも少なった。 

 図4-27はパキラのNPQにおけるPAM法とFLD法の相関である。FLD法では、

NPQ が高く推定される傾向があるが、R2は 0.88 とパプリカ以上に高い相関を

示した。 

 図 4-28 はパキラの ETR における PAM 法と FLD 法の相関である。光強度が高

い時、ばらつきは大きくなったが、R2は 0.79 でありパプリカと同程度の相関

があった。 

パキラでは、パプリカやトウモロコシの結果とかなり異なる傾向が得られ

た。光合成有効放射強度が高い時、ΦPSⅡと ETR の変化がより少なかったに

対し、NPQ が非常に大きな増加を示し、線形相関にはならなかった。これは光

強度が高い時パキラの熱放散がパプリカやトウモロコシよりもより大きいこ

とを示している。 
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図 4-22 パキラの ΦPSIIと光合成有効放射強度の関係。A

と Bはそれぞれ PAM 法と FLD 法の結果である。 
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図 4-23 パキラの NPQ と光合成有効放射強度の関係。Aと

Bはそれぞれ PAM 法と FLD 法の結果である。 
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図 4-24 パキラの ETR と光合成有効放射強度の関係。A と

Bはそれぞれ PAM 法と FLD 法の結果である。 
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図4-25 パキラの ΦPSII と NPQの関係。 A と B は 

それぞれPAM法とFLD法の結果である。  
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図 4-26 パキラにおける ΦPSII, PAMとΦPSII, FLDの関係。 
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図 4-27 パキラにおける NPQPAMと NPQFLDの関係。 
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図 4-28 パキラにおける ETRPAMと ETRFLDの関係。 
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4.5 考察 

4.5.1 光化学系Ⅱの量子収率 

 

上述した実験で、PAM 法と FLD 法を用い、パプリカ、トウモロコシとパキラ

の異なる太陽光強度下で光化学系Ⅱの量子収率(ΦPSⅡ)を推定した。三種類

の植物のΦPSⅡは、共に光強度と負の相関があった。光強度が非常に低い時、

三種類の植物のΦPSⅡはほぼ 0.6 付近の値を示し、有意差はなかった(図 4-8、

図 4-15、図 4-22)。光強度が高い時(約 1500μmol m-2 s-1)、パプリカとパキラ

のΦPSⅡは 0.2 付近であったに対し、トウモロコシでは 0.4 付近であった。

また、トウモロコシの近似直線の傾きも小さかった。これは、光強度が高い

時、トウモロコシの光合成速度がパプリカとパキラのそれよりも高いことを

意味する。 

パプリカとパキラは C3 植物で、トウモロコシは C4 植物である。C3 と C4

植物は、光合成における CO2固定反応の最初の産物が炭素原子 3個か 4個によ

って分けられる。地球上の植物の約 90%が C3 植物であると言われている。

Nieva ら（1999）によると、一定の温度(31±0.3℃)と光強度(1370±10μmol m-2 

s-1)下で、C4植物葉は C3植物より純光合成速度がはるかに大きかった。また、

環境温度が約 20℃より高い時、温度の上昇に伴い C4 植物の光合成速度が C3

植物より高くなったという研究もある(Pearcy et al.1984, Yamori et 

al.2014 )。ここで得られた結果は、これらのことを支持する。 
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4.5.2 非光化学消光 

 

PAM 法と FLD 法を用い、パプリカ、トウモロコシとパキラの異なる太陽光強

度下で非光化学消光(NPQ)を推定した。三種類の植物の NPQ は共に光強度と正

の相関があった(図 4-9、図 4-16、図 4-23)。光強度の増加に伴い NPQ は増加

したが、ばらつきも大きく、ΦPSⅡに比べて、決定係数も低かった。トウモ

ロコシの近似直線の傾きがパプリカの約半分で、切片も半分以下で、ばらつ

きもより少なかった。パキラでは、光強度が高い時 NPQ の上昇が著しくなっ

た。既往の細胞内の葉緑体レベルの研究で、明期光強度が強くなるにつれて、

NPQ が増加し、熱放散に伴うΦPSⅡが低下した（Omasa and Takayama 2003）。 

これらの実験結果から、トウモロコシは C4 植物で、熱放散が C3 植物より

低いと言える。特に、弱光下で生育させた室内観賞植物であるパキラは強光

下において熱放散が激しく上昇した。 
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4.5.3 電子伝達率 

 

異なる太陽光強度下でパプリカ、トウモロコシとパキラの電子伝達速度

(ETR)を推定した。三種類の植物の ETR が共に光の強度に伴い増加したが、光

強度が高い時ばらつきが大きくなり、減少の傾向に転じた (図4-10、図4-17、

図 4-24)。光強度(約 1500μmol m-2 s-1)が高い時、トウモロコシの ETR がパプ

リカとパキラの二倍近くなり、光合成速度がより高いことを示した。  

  



９６ 

 

4.5.4 蛍光パラメータ間の関係と FLD 法の有効性の検証 

 

ここでは、上記の実験結果から、蛍光パラメータ間の関係と FLD 法による

蛍光パラメータの推定の有効性について検証する。 

ΦPSⅡと NPQ の関係についてみると、パプリカでは、ΦPSⅡと NPQ が逆直

線相関を示し、ΦPSⅡが低い時 NPQ のばらつきがやや大きかった(図 4-11)。

これは、光強度が高い時、光合成反応の状態によって、熱放散がかなり異な

ることに原因している。一方、ΦPSⅡが高い時、NPQ は低い値を示し、熱放散

が少なかった。 

トウモロコシにおいても、パプリカと同様、ΦPSⅡと NPQ が逆直線相関を

示したが、NPQ のばらつきは小さかった(図 4-18)。光強度が高い時にもΦPS

Ⅱは高く保たれ、NPQ が低く、熱放散が少なかった。 

パキラでは、ΦPSⅡと NPQ が逆曲線相関を示し、全体的に NPQ のばらつき

が大きかった(図 4-25)。特に、ΦPSⅡが低い時、NPQ に 2 倍以上もの差も出

た。これは、比較的低照度での生育に適した観葉植物であるので、特に、光

強度が高い時、熱放散がかなり変化することに原因している。 

一方、PAM 法と FLD 法によるΦPSⅡ, PAMとΦPSⅡ, FLDの比較では、三種類の植物

共に非常によい相関を示し、R2はそれぞれパプリカで 0.90、トウモロコシで

0.84、パキラで 0.90 であった(図 4-12、図 4-19、図 4-26)。そして、ほぼ y=x

線に近似した(傾きはそれぞれ：0.97、0.92、0.94)。また、NPQPAM と NPQ FLD

の比較では、R2はそれぞれパプリカで 0.85、トウモロコシで 0.78、パキラで

0.88 であり、よい相関関係があった(傾きはそれぞれ：0.95、1.00、0.96) (図

4-13、図 4-20、図 4-27)。しかし、全体的に NPQ FLD が、NPQPAMより若干高く

推定される傾向があった。そして、概して、光強度が高い時、ばらつくも目

立った。この原因については、測定法による原因が考えられる。FLD のΦFm

はΦFm'の推定方法と異なる。ΦFm'は FLD 法に基づき求めたのに対し、ΦFm

は測定した放射輝度の値を用いた。太陽光下で、対照基準である反射板の放

射輝度の選択によりΦFm'が若干変わるので、場合によってΦFm'がより小さ

く推定された可能性がある。また、PAM 装置の値を基準として比較したが、装

置そのもののもつ誤差がないわけではない。加えて、飽和パルスの影響も誤

差の一つの原因としては考えられる。今後、これらの問題の検証が必要であ

ろう。 

ETRPAM と ETR FLD の比較では、R2 はそれぞれパプリカで 0.81、トウモロコシ

で 0.87、パキラで 0.79 であり、よい相関関係を示した。近似直線の傾きはや

や低く(それぞれ：0.78、0.87、0.79)、ばらつきがあった。 
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4.6 本章のまとめ 

 

本研究では、太陽光励起下でフラウンホーファー線（酸素吸収帯：O2A）に

よるクロロフィル蛍光測定法を用い、クロロフィル蛍光パラメータ（ΦPSⅡ、

NPQ と ETR）を推定し、従来法である PAM 法と比較し検討した。その結果、PAM

法と FLD 法による ΦPSⅡ、NPQ と ETR の推定値は高い相関を示し、FLD 法に

よる ΦPSⅡ、NPQ と ETR の推定が可能であることが検証された。そして、本

研究で開発した、FLD 法による蛍光パラメータの解析の有効性が確かめられた。 
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第 5章、総括 
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5.1 本研究の要約 

 

クロロフィル蛍光測定は能動方式と受動方式に分かれる。能動方式の蛍光

測定は、近距離から励起光あるいは測定光を葉に照射し、蛍光を直接測定す

る。一方、受動方式の蛍光測定は、太陽光励起の下でフラウンホーファー線

を用いて、測定された分光放射輝度から蛍光を求める方法で、遠距離からの

測定にも用いることができ、飛行機や衛星リモートセンシングにも応用され

ている。 

能動方式の蛍光測定は方法的に確立されており、高精度での蛍光測定が可

能であるのに対して、受動方式の蛍光測定は、非常に弱い蛍光信号を分光放

射輝度から推定するため、測定法としての検証が必要である。そこで本研究

では、能動方式の蛍光測定を基準とし、受動方式の蛍光測定で得られた値と

比較することにより、クロロフィル含有量との関係や蛍光パラメータの精度

の検証を行った。特に、受動方式では、レーザ励起による飽和パルス光を用

いて、光化学系Ⅱの量子収率(ΦPSⅡ)、非光化学消光(NPQ),電子伝達率(ETR)

などを測定する新しい方法を開発し、その精度検証を行った。 

本論文は 5 章で構成される。第 1 章の序論では、本研究の背景及びクロロ

フィル蛍光の既往の研究を纏めた。植物は太陽光エネルギーを吸収し光合成

を行い、水と二酸化炭素から炭水化物を合成するとともに酸素を放出する。

光合成色素により吸収された光エネルギーは全て光合成に使われるのではな

く、熱として多くのエネルギーを放出する。また、数％程度以下のエネルギ

ーが蛍光として放出される。これらの光合成、熱放散、蛍光によるエネルギ

ーは、何れかの収率が変化すると残りの二つの収率も変化する関係にある。 

クロロフィル蛍光は植物が光合成を行う反応過程で主にクロロフィル a か

ら放出される。蛍光に含まれる光合成の反応に関する情報は豊富である。こ

のため、クロロフィル蛍光の測定は、光合成研究のために広く使用されてい

る方法の 1 つである。クロロフィル蛍光の能動的な蛍光測定は、近距離での

測定に限定されるが、市販の変調パルス光(PAM)装置を用いれば、ΦPSⅡや 

NPQ、ETR などを測定できる。また、フィルターで励起光と蛍光を分離する方

法もあるが、太陽光下での測定には適さない。 

受動方式の蛍光測定は、太陽光の下で、酸素吸収帯O2B (686 nm)とO2A (760 

nm)付近のフラウンホーファー線深度(Fraunfofer line depth:FLD）を測定し、

放射輝度から蛍光を推定する方法である。近年、航空機や衛星リモートセン

シングによる太陽光励起の定常クロロフィル蛍光の測定が行われるようにな

ってきており、群落レベルの正規化植生指標(NDVI)や総一次生産量(GPP)など

との関係や植物ストレスの評価に応用されている。 
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 第 2 章では、クロロフィル蛍光の基礎知識について述べた。高等植物は光

合成色素であるクロロフィルとカロテノイドを含有している。これらの光合

成色素で吸収された光エネルギーは光合成反応に利用されるが、その一部は、

686nm と 740nm 付近にピークを持つクロロフィル蛍光として放出される。しか

しながら、686nm 付近のピークは葉の強い吸収帯と重なっており、かなりの割

合が再吸収される。740nm 付近では再吸収の影響が小さくなり、760nm 付近で

はほとんど再吸収の影響がない。 

 第 3 章では、定常クロロフィル蛍光について、能動方式と受動方式で測

定された蛍光収率とクロロフィル含有量との関係を検討した。この章の実験

では、植物育成チャンバー内で生育させたパプリカ(Capsicum annuum cv.

‘Sven’）を供試植物材料とした。測定には、10-18 週間生育させた完全に展

開した、異なる部位の成熟葉を使用した。測定前に葉を定常光下で十分に順

応させた。測定は、能動的方法と受動的方法を用いて行った。人工光下で、

フィルターを用い励起光と蛍光を分離し、分光器で蛍光の分光特性を測定し、

参照基準とした。一方、太陽光下で、高波長分解能分光計を用い、20 分明順

応させた葉の分光放射輝度を測定し、酸素吸収帯（O2B (686 nm)とO2A (760 nm)）

を用いクロロフィル蛍光を算出した(FLD 法)。測定中、人工光強度は 150μmol 

m-2 s-1 の一定値で、太陽光強度が 800–1800μmol m–2 s–1 であった。また、蛍

光強度が励起光強度に依存して変化するため、蛍光収率(ΦF)を求めた。また、

葉面上の特定のカ所の人工光励起と太陽光励起の定常クロロフィル蛍光を測

定後、クロロフィル含有量を定量化した。686nm 付近で、上記の二つの方法で

測定されたクロロフィル蛍光収率 ΦFa686.4 とΦFs686.7 は、クロロフィル含

有量の増加に伴い、急激に減少した。一方、760nm 付近では、ΦFa760.5 と

ΦFs760.4 は、ばらつきはあるが増加した。しかし、二つの方法でのクロロフ

ィル蛍光収率比、ΦFa686.4/ΦFa760.5 と ΦFs686.7/ΦFs760.4 は、クロロフ

ィル含有量と明確な逆の相関を示し、相関係数がそれぞれ 0.94 と 0.73 であ

った。この相関は、クロロフィル含有量が多い時ややばらつきがあったもの

の、クロロフィル含有量が 400 mg m-2 より低い時非常に似た分布を示し、相

関係数がそれぞれ 0.91 と 0.89 になった。クロロフィル含有量が 400 mg m-2

より多い時の太陽光下でばらつきが大きかった原因については、以下の二つ

が考えられる：一つ目は強い太陽光強度下で光合成速度と熱放散が著しく異

なり蛍光に割り当てられるエネルギーの量が大きく変化した。二つ目はクロ

ロフィル含有量が多い時、686nm 付近の葉の再吸収が著しく大きくなり、蛍光

の放射輝度に対する値が相対的に小さくなるため、蛍光を抽出することが難

くなった。 

人工光励起の定常クロロフィル蛍光収率比(ΦFa686.4/ΦFa760.5)と太陽光
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励起の定常クロロフィル蛍光収率比(ΦFs686.7/ΦFs760.4)の関係を求めたと

ころ、y=x 線に近似した。また、人工光励起の蛍光収率比が低い時(約 2以下)、

太陽光励起の蛍光収率比がより低くなり、精度が低下した。しかしながら、

クロロフィル含有量の違いにかかわらず、全体では、0.84 の良い相関を示し、

太陽光下で FLD 法によるクロロフィル蛍光収率の測定の有効性を確かめるこ

とができ、また、クロロフィル含有量の推定が可能であることが示された。 

 第 4 章では、飽和パルス光によるクロロフィル蛍光の測定において、能動

方式と受動方式で測定された蛍光パラメータ(ΦPSⅡ、NPQ、ETR)を比較し、

精度検証を行った。この章の実験では、植物育成チャンバー内で生育させた

パプリカ(Capsicum annuum cv.‘Sven’）とトウモロコシ（Zea mays L.）、

観賞植物であるパキラ（Pachira Aubl.）を供試植物材料として使用した。実

験には、十分に展開した、葉緑素濃度の分布が比較的均一で、大きな葉脈の

ないカ所を選び、植物を 20 分間暗処理した後、太陽光下で高分解能分光計を

用いて約 10 分間、分光放射輝度を測定した。測定 FLD 法によるクロロフィル

蛍光の推定は、葉の吸収がほとんどない O2A (760 nm)付近で行った。また、

酸素吸収帯 O2A（760.4nm）の 0.4nm 波長幅の分光特性データを解析した。FLD

法では、最大蛍光収率を求めるため、赤色レーザを使用した。同時に PAM(パ

ルス変調蛍光測定)装置で蛍光パラメータを測定し、参照基準とした。そして、

三種類の材料における PAM 法と FLD 法による蛍光パラメータ（光化学系Ⅱの

量子収率(ΦPSⅡ)、非光化学消光(NPQ)と電子伝達率(ETR)）の比較を行った。

実験では、パプリカで 39 個、トウモロコシとパキラは 40 個の測定データを

解析した。測定の際の環境条件はそれぞれ異なり、パプリカ(PPFD(光合成有

効放射束密度):11-1726μmol m-2s-1、SPAD:37.5-52.9、葉面温度:20.8-35.2℃)、

ト ウ モ ロ コ シ (PPFD:9-1860μmol m-2s-1 、 SPAD: 22.7-36.6 、 葉 面 温

度:21.1-32.7℃)、パキラ(PPFD:17-1537μmol m-2s-1、SPAD:23.2-56.1、葉面

温度:20.1-27.6℃)であった。三種類の植物とも、光合成有効放射輝度(PPFD)

の強度の増加に伴いΦPSⅡは減少し、NPQ は増加した。また、ETR は増加した

が、PPFD が大きくなるとやや減少傾向を示した。そして、そのばらつきは大

きかった。植物種の比較では、トウモロコシのΦPSⅡの減少幅が一番小さく、

大きな PPFD 下でも高い値を示し、NPQ の増加幅も小さかった。パキラは大き

な PPFD の時、ΦPSⅡと NPQ の増減幅が他の２種に比べて激しく大きかった。

これらの結果は、光強度が強い時、トウモロコシの光合成速度がパプリカよ

り大きく、一方、暗いところでの生育に順化している観葉植物のパキラは、

強い光環境下では著しく光合成速度が低下し、熱放散が増大することを示し

ている。なお、パプリカとパキラは C3 植物で、トウモロコシは C4 植物であ

る。PAM 法と FLD 法によるΦPSⅡ、NPQ と ETR の相関を三種類の植物で比較す

https://ja.wikipedia.org/wiki/%E3%82%AB%E3%83%BC%E3%83%AB%E3%83%BB%E3%83%95%E3%82%A9%E3%83%B3%E3%83%BB%E3%83%AA%E3%83%B3%E3%83%8D
https://en.wikipedia.org/wiki/Jean_Baptiste_Christophore_Fusee_Aublet
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ると、共に非常に高い相関を示した、ΦPSⅡについては、R2 はそれぞれパプ

リカで 0.90、トウモロコシで 0.84、パキラで 0.90 であった。また、NPQ では、

R2はそれぞれパプリカで 0.85、トウモロコシで 0.78、パキラで 0.88 であっ

た。さらに、ETR では、R2はそれぞれパプリカで 0.81、トウモロコシで 0.87、

パキラで 0.79 であった。これらの結果から、本研究で開発した、FLD 法によ

る蛍光パラメータの解析の有効性が確かめられた。 

 第５章は、本論文の総括である。本論文では、太陽光励起下でフラウン

ホーファー線（酸素吸収帯：O2B と O2A）を用いたクロロフィル蛍光測定法に

ついて検討し、クロロフィル含有量の影響やクロロフィル蛍光パラメータ（Φ

PSⅡ、NPQ と ETR）の推定精度の検討を、従来法との比較で行った。その結果、

太陽光励起の定常クロロフィル蛍光は、クロロフィル含有量と高い相関を示

した。また、PAM 法と FLD 法による ΦPSⅡ、NPQ と ETR の推定値は高い相関

を示し、FLD 法による ΦPSⅡ、NPQ と ETR の推定が可能であることが検証され

た。 
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5.2 今後の課題 

 

 本研究では、能動方式の蛍光測定を基準とし、受動方式の蛍光測定で得ら

れた値と比較することにより、クロロフィル含有量との関係や蛍光パラメー

タの精度の検証を行った。具体的に、(1) 人工光励起と太陽光励起の定常ク

ロロフィル蛍光を測定し、686nm と 760nm の酸素吸収帯 O2B と O2A 付近で蛍光

収率を求め、クロロフィル含有量との相関を明らかにした。更に、太陽光励

起の定常クロロフィル蛍光率比と人工光励起の定常クロロフィル蛍光率比の

相関を求め、FLD 法による定常クロロフィル蛍光の推定の有効性を確かめた。

(2) 太陽光励起下でFLD法を用い、O2A付近でクロロフィル蛍光パラメータ（Φ

PSⅡ、NPQ と ETR）を推定し、従来法である PAM 法と比較し検討した。その結

果、PAM 法と FLD 法による化学系Ⅱの量子収率(ΦPSⅡ)、非光化学消光(NPQ)、

電子伝達率(ETR)の推定値は高い相関を示し、新しい開発された方法による

ΦPSⅡ、NPQ と ETR の推定が可能であることが検証された。 

 しかし、(1)クロロフィル含有量の推定では、クロロフィル含有量が 400 mg 

m-2より大きい時、ΦFs686.7/ΦFs760.4 のばらつきが大きくなり、精度が落ち

た。これは、色素の再吸収により蛍光強度が放射輝度基準に比べ非常に弱く

なったか、または放射輝度基準の選択が不適切だったと考えられる。(2)蛍光

パラメータの推定では、光強度が高い時の蛍光パラメータのばらつきは、放

射輝度基準の選択に若干左右される。また、PAM 装置の誤差や飽和パルスの影

響も誤差の一つの原因として考えられる。 

今後の実験で、FLD 法によるクロロフィル蛍光の測定の際、葉と放射輝度基

準の分光特性を同時に測定し、放射輝度基準による影響を少なくする必要が

ある。また、葉と反射板の設定条件を一致し、測定過程で起きる誤差を無く

すべきである。また、分光計の精度を上げることも期待される。 

近年、人工励起光下でのクロロフィル蛍光画像計測が二次元の葉レベルか

ら三次元の植物個体まで報告されている。クロロフィル蛍光画像計測は植物

個体全体の蛍光パラメータを立体的に反映し、成長やストレスなどの生体情

報を三次元で得ることから重要視されている。しかし、この実験は実験室内

で限られ、太陽光の自然光下での研究はまだなされていない。FLD 法を用いク

ロロフィル蛍光画像計測を行うのが理論的に可能であり、今後の課題の一つ

である。 

最近、衛星リモートセンシングによるクロロフィル蛍光計測が行われ、群

落レベルでの光合成速度や炭素固定などを推定する研究が多く報告されてい

る。しかし、地上面での測定の検証により、その精度を確かめることが課題

として残されている。 
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