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1-2蛍 光測定法

まえが き

生体内の蛍光分子は,そ れぞれ特有の励起エネルギー

準位に対応する波長の光を吸収する。そして,励 起され

たエネルギー準位から,分 子内振動によリエネルギーを

失いながら最低励起準位に,さ らに,吸 収波長に比べて

長波長の蛍光発光を伴って基底状態に戻る。このため,

蛍光には,そ の蛍光を発している蛍光分子の状態に加え

て,生 体内でのエネルギーの放出過程の様々な反応に関

連する情報が含まれる。蛍光の測定は,光 の測定である

ので,比 較的測走が容易で,生 体内の反応に関する情報

を破壊することなく, また,非 接触で得ることができる。

このような特徴をもつ蛍光測定は,様 々な分野において
｀
使用されているが,こ こでは特に植物の生体情報計測手

法としての蛍光測走について紹介する。

1.ク 回ロフィル萱光

クロロフイル蛍光は植物の光合成反応系のクロロフイ

ルαから直接発せられる蛍光である。その波長域は生葉

で683 nm付近にピークをもつとされる。クロロフイル

αやその他の吸光色素によって吸収された光 (クロロフ

ィル蛍光を励起させる光の波長 スはス<683 1Lrnと考え

て差し支えない)は クロロフイルαを励起状態にするが,

吸収された光エネルギーのうち,光 合成に示U用されなか

ったものはクロロフイル蛍光として排出される。クロロ

フィル蛍光が発せられるまでの概念図を図1に示す。

2.ク ロ回フィル蛍光誘導期現象

1931年の 「カウツキー効果 (クロロフイル蛍光誘導

期現象)」の発見以降テクロロフイル蛍光測定は植物科

学における生体情報計測手法として頻繁に用いられてき

た。カゥッキー効果とは暗期条件下で植物葉に光を照射

すると,そ れに対応してクロロフィル蛍光強度が経時的

に変化するというものである。このクロロフイル蛍光強

度の経時変化をクロロフィル蛍光誘導期曲線 とよぶ。ク
ロロフイル蛍光誘導期曲線は①,I,D,P,S,M,Tと
いうようにそれぞれの局面で特徴づけられている。これ

をo―I―D―P用 語体系という。クロロフイル蛍光誘導期

曲線とその用語体系を図2に 示す。図2に 示 したO―I―
D―P―s、M―T変 化は光合成電子伝達系における特定の

反応と対応 しており,0-Iは 光化学系Iに おける初期電

子景容体 QAの 光遺元,I―Dは 光化学系 Iに よるは の部
分酸化,D一 Pは 光化学系 工を介 した水からの電子の流

れによるQAの遺元,P―Sは光化学系 Iの遺元側の光活

性イとによるは の再酸化, さらにM―Tは テラコイド膜を

介した高エネルギー状態の生成などを反映しているとさ

れる。つまり, さまざまな環境ス トレスカざクロロフイル

賞光誘導期曲線に及ぼす変化を調べることにより,そ の

ストレスが光合成のどの反応にどのように影響 している

のかを,葉 の構造を破援することなく推測できるのであ

る1)。

しかし,ク ロロフイル賞光誘導期現象の測定には,い

くつかの問題点があげられる。具体的には,

① 測 定センサー部が感知する光に合まれているク

ロロフイル蛍光成分と環境光 (センサー部に直接

入射する蛍光以外の光)成 分を分離することが困

難であるため)渡l定は暗期条件下での測定に限ら

れる

②てクロロフイル蛍光誘導期現象の渡l定前に,約
20分以上の暗処理が必要不可欠である

③ ク ロロフイヴレ誘導期曲線の測定では,曲 線の傾

きやOIDPSMTの 時間的な移動等を用いて各種ス

トレスの影響を診断するため,走 量的な指標を示

すこと力灘 しい

④ 最 大蛍光強度 (P)か ら定常蛍光強度 (T)へ

光合成反応系ヘ

クロロラィル蛍光の発光過程

↑
光照射開始

図 2 ク ロロフイル賞光誘導期 曲線

凱
主

不ヽ

ル

ギ

ー

図 1

蛍
光
強
度

[P680+Pheo]
光化学系
H色 素

時間 〔s〕



第3章 植 物群落の機能調査 ,測定法 /A3

(九<680 nm)ショー トパスフイルター

直姜センサーに入射する環境光

環境光

や 一 LED卵 測定光 ― クロロフイル朝  (変護 光を含む)

図 3 PAMク ロロフイル蛍光測定装置の概念図

文献5)を改変

の蛍光強度の減麦に関係する反応を正確に特定す

ることが離 しい

等があげられる。

3,PNク ロ回フ ィル蛍光測定 ′

3.ユ 測 定原理

PAMク ロロフイル蛍光測定装置は,一 定強度の変調

測走光を照身寸し, これによつて励起された変調クロロフ

イうレ蛍光 (以下,変 調賞光)を 選択的に抽出することに

より,明 期条件下において実際に光合成を行つている状

態でのクロロラィル蛍光収率 (吸収された光量子のうち

クロロフィル蛍光として発せられた光量子の割合)の 測

走を可能にした。

PttMク ロロフィル賞光測定装置は,大 きく分けて2

つの機能で構成されている。変調測定光の照射部分 と,

変調蛍光を選択的に抽出する部分である。変調測走光の

・照射に関して,最 初に開発された装置は,光 源からの光

を機械的に切断することによって変調渡l定光を作り出す

タ イプのものであったが2,0,そ の後より高い周波数の

変調測走光を作 り出すために光源としてLED(light―

emitting diodes)を使用したものが開発された4-0。っ

ぎに,変 調営光の選択的な抽出に関して,高 い精度で変

調蛍光とそれ以外の変調されていない光を分離するため

に,パ ルス振幅変調 (PAM)が クロロフィル蛍光測定

に導入されたS'0るこれら2つ の機能をあわせもった

PttMク ロロフイル蛍光測定装置は,変 調蛍光とそれの

106倍の強度をもつ変調されていない光を分離すること

が可能である。   ｀

図3に P蜘 クロロフイル蛍光測危装置の概念図を示

す。この図において,1フォトダィオードが検知する光強

度は,植 物から発せられるクロロフィル蛍光 (変調蛍

第1パルス

了 第2パルス

← 環境光

LEDか ら照射される
変調測定光 (パルス測走光)

パルス増幅装置で増幅され,
パルス遷択装置に送られる変調蛍光

パルス選択装置で第 1パルスと
第 2パ ルスの差を出力する

図 4 変 調賞光の選択の概念図、

文献 5)を改変

光十切期条件下での定常蛍光)・と,セ ンサー部に直接入

射する環境光の合計値である。次にこの合計値の中から,
パルス増幅装置とパルス選択装置によ

`っ
て,変 調蛍光成

分のみを選択的に抽出し,出 カナる。以上の過程は,米  !

ルス発生装置が発生するパルス電流によってLEDド ラ

イバーとパルス選択装置力ざ同期していることによって可 1

能となっている。図4はパルス増幅装置とパルス選択装

置によって,変 調測定光 (LED)で 励起された変調蛍

光が増幅され選択的に抽出される概念図である。さらに,11

図5に蛍光測定時のフォトダイオードが検知する光強度 ||

の経時変化とP却 クロロフイル蛍光測定装置によって 11!

出力
Jされ名蛍光収率の経時変化を示す。図5に おいて;||

①はフォトダイオードに直接入射する環境光強度の変動 す手

を示しており,② は励起光照射による直接入射ずる光強二I

度の増加および励起光によって励起されたクロロ,フイルf子:|

蛍光強度の増加を示している。図5か ら,測 走時にセン 丁|

サー部に直接入射する環境光強度が変動じても,P畑 屯il

クロロフイル蛍光測走装置がその影響を除去し,ク ロロー11

フィル営光収率の変化のみを出力していることがわかる5,

LEDド ライクヽ一 パルス発生装置 パルス選択装置

▼甲
フォトダイオー ド パルス増幅装置

ロングバスフィルター (え>700 nEl)
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―一―Eま 人射する奏妄光および励起光により
励走されたま光

艦 戴 賢
謎 智あ暴芽 鼻チ套

諭

フォトダイオードに直曇入対する環境光登度力ざ

変化しても,PNク ロ百フィル堂光測定装置
によって出力されるクロEフ ィル営光収事には
変化力ヽ見られない

最大賞光収率

(明期条件下)

最小賞光収率

(光粂作下)

可変蛍光

(晴期条件下)

可変賞光

(明期条件下)

qP 光 化学的クエンチング係数

qN 非 光化学的クエンテング係数

Op Tヽnal征囲拍皿 克dd

置
　
　
　
　
　
　
Ｆ
‥
‥

議
葉
塾
一鞄
軽

パルス選択装置によつて出力される賞光収喜

→
時間

図 5 P_4Mク ロロフイル賞光測定装置による賞光測危概念図

ィ 文献7)を改変

表 ■ 蛍 光パラメーターとクエンチングパラメーター

賞
光
パ
ラ
メ
ー
タ
ー

任意の時点での蛍光収学

暗期条件下で蛍光収事に変化を起こさない程度の弱い測定変調光を照射したときの蛍光

収率 (qP=1かつoN=0)oま たO―Iつ?―T用 語体孫 において0レベルに相当する。

値設定の方法 。条件等を明記する必要がある

OI―D―Pイ 用語体系においてIレベルの賞光収率

0手 D―P―T用 語林系においてPレベルの蛍光収事

0-I―D―P―T用 語林系においてTレベル (定常状態)の 営光収率

定常状態とは外部環境が一定のとき賞光収率が変化していない期間として筆者によって

定義されている必要がある

暗期条件下においてPS工周芯系のすべての電子受容体 (QOが 通元された状態 lq_7=0)で,

かつすべての非光化学酌クエンチング反応系が最小活性状態 (qN=0)に おける賞光収

例 :暗期条件下で飽和パルス光照射時の蛍光J又率

明期条件下においてPS I反応系のすべての電子発容体 に職 力章近元された状態 (qP=0)

での賞光収事。明期条件下のため井光化学的クエンテングが見られる (qN≧0)

例 :明期条件下で飽和パルス光照射時の蛍光収事

光粂作下においてPS I反応系のすべての電子受容体 (QAlが 酸化された状態 におげる

蛍光収率。近赤外光を照射して人為的にPS I反応系を酸化状態にして測定されるパラ

メーター    i

すべての非光化学的クエンテング反応系が最小活性状態での最大可変蛍光貴

明期条件下での最大可変蛍光量

例 :(Fh一 rO)

留
′
L一D/竹ヤ

五一イ0)
,(1-お )は明期条件下における遠元状態の電子受容体 (ODの 割合と相関がある

1-ぱ 畳一r-0)/竹田一孔)

:テ ラコイド凛内外の ADE t慕 エネルギーとしての放出 ,チ ラコイド膜エネルギーの

増加に対応

律仏一F名)|ざ玉        `
:ぃとほぼ同義 (ぃに比べて熱エネルギーとしての放出の影響が大きい)

は私一品)た名=FYrFn

密名一D/_r車 =△ ぼ■ざ、

i C02匿走主と相関がある

ク

エ

ン

テ

ン

グ

パ

ラ

メ

ー

タ

ー

五  Iレ ベルの賞光収率

み  Pレ ベルの賞光収車

込  定 常状態の蛍光収率

文試 8)を改変
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3.2 ク ロロフィル蛍光分析

明期条件下において,ク ロロフイル蛍光は安定して低
い値を示すが (暗期条件下で同じ強度の光を照射した場

合のO―I―D―P用 語体系におけるTに 相当),こ れは大

きく分けて2つ のクエンテングメカニズムによるもので

ある。ひとつは,光 化学系正反応系の光に反応する反応

速度が遠い系で起こっている光化学的クエンテングであ

り,も うひとつは,テ ラコイ ド膜内外のpH勾 配形成,

放熱による光エネルギーの発散,光 合成反応系内の相互

作用による光エネルギーの消費といった反応速度の運い

系で起こっている非光化学的クエンチングである。光合

成を活発に行つている状態 (明期条件下)で ,ク ロロフ

イル蛍光測定により植物から有意義な生体情報を獲得す

るためには,こ れら2つ のクエンチングを分離して評価

する必要がある。特に,テ ラコイド膜内外のpH勾 配の

形成 (これによってATPや ミ過 PHを 生産 し,光 合成

の酵素反応系で利用する)に 関係する非光化学的クエン

テングの輸出は重要である。

Qdck and HOrtonは ,オ オムギのプロトブラストに飽

和パルス光を庶射して,光 化学系工反応系の電子受容体

を二時的にすべて遺元状態にさせることによって,2つ
のクエンチングを分離 しため。この測定原理は,光 化学

的クエンテングは飽和パルス光照射によって完全に消滅

するが,非 光化学的クェンチングは反応速度が遅いので,
ごく短時間の飽和パルス光照射中には変化 しない,つ ま

り,こ のよう な両者の反応速度の違いを示U用することに

より,明 期条件下での飽和パルス光照射によって,非 光

化学的クエンテングのみを抽出することができる,と い

うものである。このクエンチング分析法を 「飽和パルス

法」という。これをふまえて,光 化学的クエンチング係

数 (争)や 非光化学的クエンテング係数 (釣)が 定義さ

れ0,こ れに続いて明期条件下における数々の有効なパ

ラメーターが開発された。

3。3 ク ロ国フィル蛍光パラメーター

PAMク ロロフイル蛍光装置で測定することのできる

代表的なパラメ‐ターを表1に,そ れらの測定条件の一

例を図6に示す。図6は光条件に応 じて 6つ に分類でき

る。暗期条件下においてクロロフィル蛍光収率の上昇を

引 き起 こさない程度 の微弱な変調 測定光 (約 6

E的 1/1m2。s),れ=6oO Im)を 照射した状態を①,① 状

態下で飽和パルス光 (約1万 μ∞1/O■2,s)程度,400
nIB<ス <700 nIIl,0.5～2秒間)を 照射した状態を②,

①状態下から持続的な光 (励起光 :飽和光ではないが光

合成を活性化させるのに十分な強度の光)を 照射して明

期条件にした状態を③,③ によるクロロフィル蛍光誘導

期現象の起きている最中に飽和パルス光 を照射 した状態

を④,明期条件下でクロロフィル蛍光収率が安定した状

態のときに飽和パルス光を照射した状態を⑤,③条件か

ら励起光の照射を止め,同 時に近赤外光 (約 6

仰 d/1m2.s)程度, ス>700 nm)を 照射 した状態を⑥と

した。

表 1の クエンテングパラメーターのなかで,PSI

quantum yield(△ P/P′m)は 光合成のCO″固定量と相

関があるとしてGentyらによって示されたパラメーター

でありり,一 般的にこの値が大きいときには効率よく光

合成が行われているといえる。また,貯 Qは gNを表現

で きるパラメーターとして提案された ものであるIい
。

これら2つ のパラメーターは,そ の算出に暗処理 。近赤

外光照射等のわずらわしい初期実験や初期設走が不必要

店期条件 明期条件

=配

AF

F
(定常状態を表すとき兵)

堂
光
収
率

十

光
照
射
強
度

励起光
0=

初期条件 ;A:0.03%C02,B:0%C02
・
  飽 和パルス光強度 ,2000W/n2

励起光強度 i20W/m2     、

図 7'盛巡 クロロフィル蛍光渡r定装置を用いだ

源l定例              _

文献6)を改変

↑ 飽 和パル
変調 ス光on

測定光 on

図 6 各 種蛍光パラメーター渡」定時の光条件と蛍光収率の変化

文献8)を改変

飽和パルス光の
断続的な照射

↑

れィ均レ詠甲ノ均糾 _
励

烏
光

ス光 ぃ   ス 光 oュ
里瓢  問
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なので,フ イール ドでのクロロフイル蛍光測定において

頻繁に用いられている。

以上に述べたようなクロロフイル蛍光の測走原理と分

析法の開発により,今 まで不十分にしか理解されていな

かつた明期生育条件下での光合成反応を観察できるよう

になった。これによって,そ れまで暗期条件下でのクロ

ロフイル蛍光誘導期現象の初期反応 (0-I―D―P過 程)

に向けられていた関心が光合成反応系全体の電子伝達効

率に向けられるようになり,さ らには,明 期条件下での

光反応や酵素反応系の研究にクロロフイル蛍光源l定が坂

繁に使用されるようになった。

3 . 4測 定 例

ここではPttv在クロロフイル蛍光損‖定装置で飽和パル

ス法を用いて測定を行つた例を示す。図7は インゲンマ

メの葉を用いて, クロロフイル蛍光誘導期現象の最中に

飽和パルス光を断続的に照射 したときのC02条 件の違い

(初期条件 A:0,03%C02,B i C02除 去)に よるゴ
/m

の変化の違いを見た実験である。実験開始から一走時間

経過 した後 に,Bに C02を 与 えてAと 同一 とした

(+C02と 表示)。C02が 十分にある条件下ではF/mは 初

め一時的に低い値 を示 した後,す ぐに高い値になり安定

する (図7の A)。 しか し,C02が 存在 しない条件下で

は,/mは 低い値のままで安定 してお り上昇 しない。そ

の後C02を 与えると初めて上昇 して高い値を示すように

なる (図7の B)。 この実験において,F′ mの経時変化

を調べることにより,ク ロロフイル蛍光誘導期曲線 律

の経時変化)だ けでは獲得が難 しかった,酵 素反応系の

活性状態の経時変化に関係する情報も読み取ることがで

きているといえる。           ‐

次に1葉 齢の違いによる水ス トレスに対する反応の違

いを示 した実験例 を図8に 示す。実験には異なった葉齢

のインゲンマメの葉を使用 し,(a)は 第 6葉 ～第 7葉 ,

(b)は第4葉～第 5葉,(c)は 第 1葉, というように葉

齢により3グループに区分して測定を行つている。縦軸

は明期定常条件下におけるPSI quantum yield(△F/

F/m)の 測定値,横 軸は葉中の水ポテンシャル値を示し

ている。この実験では,水 の供給を中止することによっ

て,葉 の水ポテンシャルを低下させ,こ れを水ストレス

とした。(a)～ (c)▼ ずヽれにおいても,水 ポテンシ

ャルが-0.9 MPaを下回ると,△ F/ゴ
′
m値 の低下が見

られるが,若 い葉ほどその程度が大きくなっている11)。

この実験において,若 い葉は菜齢の高い葉に比べ,葉 の

水ポテンシャルの低下に対してより敏感に反応し,光合

成活性がより大きな影響を受けるということがわかる。

4.レ ーザー励起蛍光法

レーザー励起賞光 (laser―hduced auorescence r LIFj

法は, レーザー光を植物業に照射することによって励起

されるさまざまな波長帯の蛍光の測定を行う。光強度が

強 く,発 散が少ないレーザーを光源として用いるため,

測定対象植物との測定距離を長くすることができるとい

うrlj点がある。筆者は,Arレ ーザー (457_9 nm<λ

<514.511n)を 光学的にスキヤニングし,蛍 光誘導期現

象を還隔で測走できる蛍光イメージングライダーシステ

ムを開発し,こ のシステムを用いて,大 気汚染物質 ・水

分欠乏 ・紫外線 ・冷却等の環境ストレスによつて引き起

こされる光合成活性の変化の早期検知が可能であること

を示 した1の
。

近年,LLF画 像を測走して,植 物葉面での不均一な反

応を植物診断に示U用するといった研究が進んでいる。こ

のように,画 像処理を用いたLIFの ことを特にLIFIS

(laser―indlnced nuorescence imaぶng SyStem)と よぶ。
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8 葉 齢 による水ス トレスに対する反応の違い

文献 11)を改変
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400         500         600       700         800
波長 〔m〕

図 9 紫 外線レーザーにより励起される蛍光スペクト
ル分布

文献13)を改変

タバコの緑色業に紫外線レーザー (え=355 nm)を 照射
して励起される蛍光スペクトル分布

① t青色帯 (430 11El<九<450Hづ

② i緑色帯 (520 BIn<九<530班 づ
③ :赤色帯 (684 nln<え<695肛 D
④ :近赤外帯 (730 BIn<え<74011m)

レーザー光源 としては,光 強度 ・励起される蛍光の種

類の多様さから,主 に紫外線 レーザーが使用される。紫

外線 レーザーによって励起 される蛍光のスペク トル分

布 を図 9に 示す。図 9に 示 したメうに紫外緑 レーザー

(λ=355 11rII)を光源として使用 し,緑 色葉から発せ ら

れる蛍光を測定すると,赤 色 ・近赤外 といったクロロフ

イル蛍光以外にも,400mか ら800 nmま での広範な渡

長域で蛍光を検知することができる。ここで,紫 外線 レ
ーザーを励起光源 として使用 した場合に検知される蛍光

スペクトルは,4つ のバ ン ドに特徴づけることができる。

それぞれ青色帯 (430 nm<ス <450 nm),緑 色帯 (520

11m<λ <530H→ ,赤 色帯 (684 nm<ス <695m),近

赤外帝 (730 nm<決 <740 nm)の 4バ ンドである。青

色帯はF440,緑 色帯はF520,赤 色帯はF690,近 赤外帯

はF740な どとよばれる。F690や F740は ,光 合成活性

状態のチラコイ ド膜上に存在する色素タンパク質中のク

ロ ロ フ イル αか ら発 せ られ て お り,こ れ らの比,

(F690/F740)は ,植 物生体内でのクロロフイル濃度の

指標 となることが知 られている。これに対 して,F440

やF520は 上面および下面の表皮の細胞壁中にある植物

フェノール類か ら発せ られており,葉 脈 もこの帯域の蛍

光発光に大 きく関与 していると考えられているID。

LIF測 定装置の概略を図 10に 示す。光源部は,紫 外

線を発射する紫外線レーザー光源,そ の光を葉面全体に

照射するためのレーザー拡幅器,レ ーザー光をパルス化

するためのシャッターか ら構成される。ま光測定センサ
ー部は,蛍 光を特定の波長ごとに分害」するためのバンド

パスフイルター
,測 定対象物に焦点を合わせるためのレ

ンズ,微 弱な蛍光の強度を高めるためのイメージインテ

ンシファイヤー
タ蛍光画像 を取得するためのCCDカ メ

ラから構成される。

レーザー光源

画像処理
システム
(コンピュー

ターなどへ〉

理O  I I I nィメージインテ
5 2 0血 ンシファイヤー
690 1EI
740m

図 10 LIF渡 」定装置の概略図

文献 13)を改変

白色光は植物葉が実際に光合成を行つている状態にするため

のもの

青色帯と赤色帝の比 (F袈0/F690)お よび青包帯と近

赤外帝の比 ●坐0/F740)は 環境変化に敏感に反応する

指標 とされ,さ らにこの指標を用いて光合成器官の障害

の診断や植物のス トレス状態を早期に検知することがで

きる。このほかにも様々なパラメーターが開発されつつ

ある。       ｀

あ とが き

クロロフィルαは,ほ とんどの高等植物がもつている

色素であ り,ク ロロフィルαから発せられる蛍光の波長

域も植物種に関係なく,ほ ぼ同一である。つまり,蛍 光

測定を上手に使用すれば,植 物種によらない生体情報を

抽出することが可能である。さらに,蛍 光測定は非破壊

測定なので,測 定対象の品質維持が容易であるため,各

種ス トレスに対する反応 を経時的に測危することも可能

である。以上をふまえて,蛍 光測定は植物診断の手法 と

してきわめて有効であると考えられる。近年,ク ロロフ

イル蛍光源l定を画像で行 う装置 も開発されてお り,そ れ

らによって葉面での不均一な障害の発現が議論されてき

ている14～10。このような研究の進展により,さ らに詳

細な植物診断ができるようになるものと期待される。ま

た,特 にLIFは ,測 定器 と渡1定対象 との距離を伸ばすこ

、とができるという特徴を活かすことにより,リ モー トセ

ンシング分野において光合成器官や植物体全体の健康状

態診断の重要な手法の一つとなるであろう。
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