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除草剤による植物の光合成機能障害の画象診断
一尿素系土壌処理剤が どれsどれ のキュウリ葉に与 る影響の解析―
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11rLage Diagnosis of]Photosynthetic lnjuries lnduced by]臣erbicides in Plants

――Analysis of the Erects of soil一Application Type Urea】臣erbicide onどれs'サ″Cucumber Leaves―
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Abstract

Using a developed chlorophyll(Chl)fluOrescence imaging system,the photosynthetic effects

of a cottmercially available soil一application type urea herbicide on attached C協 び%物な観ク″υクsL,

leaves were analyzed.

Decreases in the stomatal conductance and the assilnilation rate caused by the herbicide were

detected with diffuslon porometer measurements.  Ho、 vever, a decrease in stomatal con‐

ductance、 vas smaller than that in assirnilation rate.

Photosynthetic iniurieS Caused by the herbicide were detected with the Chi nuorescence

ilnaging system.  The inhibitions of prilnary electron transport in iniured areas were detected

from Chi nuorescence induction(CFI)images(changes in intensity of Chi fluorescence during

dark―light transition)taken by the CFI Inethod, NPQ (non― photoche■ lical quenching)and

Yield(photosystem II photochemical efnciency)images were calculated from auorescence

images taken by the saturation pulse method.NPQ was reduced greatly in ittured areas and
NPQ images were useful to quantify the photosynthetic iniuries.However,Yield was not
reduced as rnuch as the decrease in assilnilation rate.  This showed that Yield images were not

suitable for diagnosis of the phOtOsynthetic itturieS Of attached plant leaves caused by the

herbiclde.

Keywords: chlorophyll,diagnosis,fluorescence,imaging,urea herbicide
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クロロフィル蛍光は,植 物の光合成反応中心から発せ

られる蛍光である。このため,植 物葉のクロロフィル蛍

光画像を計測することにより,葉 面での不均一な光合成
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活性に関する情報を非破壊 ・非接触で得ることができる。

このような特徴を生かし,近 年,ク ロロフィル蛍光画像

計測を用いて,植 物の光合成機能障害を診断する試みが

盛んになされている。その例 として,農 薬障害1),水ス

トレス障害り,低 温障害幼,紫 外線障害り,大 気汚染物質

障害4ちゥィルス障害5～助などの診断があげられる。

大政 ら1)は
,最 近,暗 処理後に光照射を開始した後の

クロロフィル蛍光強度の経時変化(Kautsky効 果)を解

析するイングクション法 と,飽 和パルス光の照射により,

明期条件下での光含成の状態を解析する飽和パルス法を
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併用したクロロフィル蛍光画像計測システムを開発し,

両計測法の特徴を明らかにした。

しかし,こ れまで,イ ンダクション法 と飽和パルス法

を同時に用いて,除 草剤が あ sゲ物の植物に与える影響

の診断を行った例はなかった。そこで,本 研究では,大

政ら1)によって開発されたクロロフィル蛍光画像計測シ

ステムを用いて,市 販されている尿素系土壌処理型の除

草剤が,土 耕栽培されているキュウリの葉に与える光合

成機能障害の診断を行った。

材 料 お よ び 方 法

1.供 試 植 物

供試植物 として,キ ュウ リ(C%び勿物ゐ M″υtt L.cv,

Hokushin,タキイ種首)を用いた。キュウリは,バ ーミ

キュライ ト:パーライ ト:ク レハ園芸培上が 1:1:1

(v/v/v)の培地を充填 した,直 径 12cmの ポリ鉢に播種

し,発 芽 後,室 温 30°C/25°C(Day/Night),湿度 50%/

70%(Day/Night),明期 10時間,光 源には蛍光ランプ

を使用し, 葉面におけるPPF(Photosynthetic Photon

Flux)が300μmol photons m 2s-1の人工光温室におい

て,約 4週間育成した。濯水を兼ねた養液(大塚ハウス

B処 方液 1単位濃度)の供給 は,1日 2回 (1回 100m″)

とした。全ての実験は,ポ リ鉢に生育 している状態(ガ%

sガ効)で行った。

2.除 草 剤 とその 処 理 方 法

市販されている尿素系土壌処理剤 として,ネ コソギエ

ース<レ インボー薬品,成 分 :イ ソウロン(3-(5-ターシ

ャリーブチルー3-イソオキサゾリル)-1,1-ジメチル尿素)

1.0%,DCBN(2,6-ジ クロルチオベ ンザ ミド)3.0%,

DCMU(3-(3,4ジ クロルフェエル)-1,1ジ メチル尿素)

6.0%,鉱 物質微粉等 90.0%>を 用いた。本剤の有効成

分 とその生理的阻害作用は, 1)イ ソウロン :茎葉にお

ける光合成阻害, 11)DCBN:根 や茎の頂点分裂細胞に

おける細胞分裂阻害,111)DCMU:茎 葉の光合成電子伝

達系(PS II)における電子伝達阻害,な どがあげられて

いる9'1の.除 草剤処理は,本 剤 0.5gを ポリ鉢内の上壌

表面に直接散布して行った。これは,本 剤の使用方法に

従ったものであり,通 常の使用状況を再現していた。処

理時間は約 48時間とした。

3。クロロフィル蛍光画像の解析手法

大政ら1)によって開発されたクロロフィル蛍光画像計

測システムを用いて,イ ンダクション法と飽和パルス法

による解析を行った。ここで,イ ンダクション法は,イ

ンダクション現象(Kautsky効 果 :暗期条件下から明期

条件下へ移行 した後のクロロフィル蛍光強度の経時変

化)を計測する手法であり,特 に光合成の光化学系にお

ける電子伝達状態の解析が可能である4L_方 ,飽 和パ

ルス法は,飽 和パルス光 (PS IIにある全ての初期電子

受容体 QAを
一時的に還元状態にする強度の光)の照射

により,ク エンチング(クロロフィル蛍光強度を低下さ

せる要因の総称)を光化学的クエンチング(phOtochemi‐

cal quenching)と非光化学的クエンチング(non一photO‐

chemical quenching)に分離 し,1明期条件下での光合成

の状態を解析する手法である8,11～131

-連 の計測は,以 下の手順で行った1)。キュウリ葉を

約 30分間暗処理した後,暗 期条件下で飽和パルス光(照

射時間 2秒 ,PPF 4000μmol photons m~2s-1)を照射し,

照射中にFm画 像を取得 した.キ ュウリ葉から発せられ

るクロロフィル蛍光は,PPF 1200μmol photons m-2s-1

の励起光照射で飽和したため(Fig.1),PPF 4000/mol

photons m-2ぎ
1の光強度はPS IIの全てのQAを 一時的

に還元状態とするのに十分な強度であった。その後,約

30分間暗処理し,励 起光照射 (PPF 300μmol photons

m-2ぎ1)を開始して明期条件へ と移行 した。明期条件移

行から約 0.03秒後をFI画像,約 0。2秒後をFD画 像,約

1.0秒後 をFP画 像,約 2.0秒後 をFs画 像,約 8.0秒後

をFM画 像 (飽和パルス法で計測 したFm画 像 とは別),

約 5分 後をFT画 像 とした。FI～FT画 像はそれぞれイ

ンダクション現象のI～T過 程に対応しており,光 合成

電子伝達系の特定の反応を示している14).明期条件にllM

化し気孔が十分に開いた後,飽 和パルス光を照射し,照

100

0     1000   2000   3000

μ inol photons m。
2s‐1

Light intensity

Fig.l Relationship bet、 veen light intensity and Chl

nuorescence yield from 6 cucumber leaves.Chl

auorescence ytelds were measured by AttINI一

PAM (WALZ).The vertical bar indicatesttSD.
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射直前にF画 像,照 射中にF′m画像を取得した。

全ての画像を撮影した後,飽 和パルス法ではFm,F,

F′m画 像 を用いてNPQ(non一 photochemical quench‐

ing)画像およびYield(photosystem II photochemical

ettciency)画像を算出した.NPQは ,チ ラコイド膜を

介したpH勾 配の形成,電 子伝達系の維持,熱 エネルギ

ー発散などの非光化学的クエンチングと相関がある蛍光

パラメーターであり1弱,算 出には以下の式を用いた。

NPQ=(F血 一F′m)/F′m

Y i e l dは, P S  I Iにおける電子伝達速度(el e c t r O n  t r a n s‐

port rate)と相関がある蛍光パラメーターであり,計 測

条件によっては,C02固 定速度 と相関がみられる1の.

Yieldの算出には以下の式を用いた。

Yield=(F′m―F× Ratio)/F′m

ここで Ratioは,励 起光および飽和パルス光の照射強

度の比か ら算出 した。.上 記 の蛍光パ ラメーターは

Kooten and Snellのに準拠 し,適 宜これを改変した。な

お,一 連の計測は,ネ コソギエース処理前 と処理後 48

時間経過時に同一葉,同 一個所に対して行った.

4.光 合成蒸散ポロメーターによる除草剤の影響の測定

除草剤がキュウリ葉の光合成に与える影響を調べるた

めに,光 合成蒸散ポロメーター(PP Systems CIRAS-1,

PLC標 準キュベット)を用いて,ネ コソギエース処理前

と処理後 48時 間経過時に気孔コングクタンスおよび光

合成速度 を測定 した。測定 は,明 期条件下(PPF 300

μmol phOtOns m~2s-1)で成熟 したキュウリ葉 6枚 に対

して行い,葉 面の一部 (2.5cm2)を リーフキュベ ットで

挟み気孔コングクタンスおよび光合成速度が安定した後,

約 5分 間の平均値を求めた。

結

1.可 視 障害 の観 察

ネコソギエース処理による可視障害の有無を調べるた

めに,デ ジタルスチルカメラを用いてキュウリ葉の可視

画像を撮影した。Fig.2に ネコソギエース処理前(Fig.2
-A)と 処理後 48時 間経過時(Fig.2-B)の可視画像を示

す。これらの可視画像において,可 視障害はみられなか

った.

2.イ ンダクション法による解析

Fig。3に ,イ ンダクション法によって得 られたネコソ

ギエース処理前(Fig.3-A)と処理後 48時 間経過時(Fig.

3-B)の インダクション画像を示す。ネコソギエース処

理前には,葉 面全体に一様なイングクション現象がみら

れた。一方,ネ コソギエース処理後の FI,FD画 像では,

除草剤による植物の光合成機能障害の画像診断

Fig,2 Visual images obtained before(A)and 48 hours

after(B)Nekosogiace treatment.There were no

visible injuries after the treatment.

Fig。3 Chi nuorescence induction images at character‐

istic CFI transient levels(I,D,P,S,M,and T)of

an attached cucumber leaf obtained before(A)

and 48 hours after(B)Nekosogiace treatment.

Gray scale indicates relative Chi fluorescence

intensity.
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Fig.4 CFI transients of an attached cucumber leaf

before(Site-1: ○ ; interveinal area)and 48
hours after(Site-2:□;interveinal area,Site-3:
△ ;area located near a large vein)Nekosogiace
treatment,

葉脈周辺部に蛍光強度が高い部位がみられた。その後,

FP画 像ではこの部位を確認できなくなったが,続 くFs,

FM,FT画 像では徐々にこの部位を確認できるようにな

った。

Fig.4に ,特 徴的なインダクション現象がみられた部

位の蛍光強度の経時変化(イングクション曲線)を示す.

Site-1(O in Fig 3-A)は処理前の葉脈 と葉脈の間の部位,

Sit併2(□ in Fig 3-B)は処理後の葉脈 と葉脈の間の部位,

Site-3(△in Fig 3-B)は処理後の葉脈周辺部 とした。イ

ンダクション曲線は一連のインダクション画像から作成

し,蛍 光強度は各部位の近傍 5×5 pixelsの平均蛍光強

度 とした。なお,Fig.4の I～Tは ,そ れ ぞれ FI～FT

画像(Fig.3)の取得時点に対応している。Site-1は,健

康なキュウリ葉の典型的なインダクション曲線を示して

ぃた4)。site-2では,Site-1と 士ヒ較 して, 1)ID過 程に

おけるクエンチングの減少, li)DP過 程における蛍光

強度の立ち上が りの遅延,111)PSM過 程において蛍光

強度が高 く維持される等の現象がみられた。Site-3で

は,IDP過 程がみられず,Site-1の I時点で既 にPレ

ベルの蛍光強度を示していた。その後も蛍光強度は高い

値に保たれ,典 型的なPSMT過 程はみられなかった。

3.飽 和パルス法による解析

Fig.5に,飽 和パルス法によって得 られたネコソギエ

ース処理前(Fig.5-A)と処理後 48時 間経過時(Fig.5

B)の 蛍光画像(Fm,F,F/m),NPQ画 像,Yield画 像 を

示す。NPQお よびYield画像中の○,□ ,△ は,そ れ

ぞれSite-1,2,3を示している。Fm画像では,除草剤

Fig.5 Chi fluorescence,NPQ,and Yield irnages of an

attached cucumber leaf obtained before(A)and

48 hours after(B)Nekosogiace treatment.○ ,
□,and△ in NPQ and Yield images represent

Site-1, 2, and 3 1abeled in Fig.4. Gray scales

indicate relative Chl fluorescence intensity,NPQ

value,and Yield value,respectively.

による影響はみられなかった。F画 像では,葉 脈周辺部

における蛍光強度のわずかな上昇がみられた。F′m画 像

では,葉 脈周辺部における蛍光強度の明らかな上昇がみ

られた。NPQ画 像では,葉 脈周辺部で NPQの 著 しい

低下がみられた。Yield画像では,葉 脈周辺部で Yield

の低下がみられた。

Table lに,Site-1～3の NPQお よびYieldを示す。

それぞれの値は各部位の近傍 5×5 pixelsの平均値 とし

た。NPQは ,Site-1の 0.65に対 して,Site-2で 0。36,

Site-3においては0,05と著 しく低下 していた。一方,

Yieldは , Site-1て 0ヽ.63, Site-2てFO.61, Site-3で も0.

40と,NPQに 比べて低下率が小さかった。

4.光 合成蒸散ポロメーターによる測定結果

Table 2に,ネ ヨソギエース処理前および処理後 48

時間経過時の気孔コンダクタンスと光合成速度の測定結

0。1
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除草剤による植物の光合成機能障害の画像診断

Table l NPQ and Yield values in Site-1(O in Fig.5),Site-2(□in Fig.5),

and Site-3(∠X in Fig.5),Values are means of 5×5 pixels ttSD.

Site-1 Site-2 Site-3

Ｅ
Ｊ

●
々

0.65=上0.04

0 . 6 3±0 , 0 7

果を示す。処理前の気孔コンダクタンスおよび光合成速

度は,C3植 物が示す値 として適当であり1助,こ のとき,

気孔が開いて光合成が活発に行われていたことを示して

いた。処理後には,処 理前 と比較 して,気 孔コンダクタ

ンスで約 15%,光 合成速度で約 70%の 低下がみられた。

この結果は,ネ コソギエース処理により,気 孔がわずか

に閉鎖し光合成速度が急激に低下したことを示していた。

なお,ネ コソギエース処理後の気孔コンダクタンスおよ

び光合成速度の標準誤差が,処 理前と比較して大きかっ

たが, これは障害部位の不均一な分布のため,測 定個所

により障害の程度にばらつきがあったためであると考え

られた。

大政ら1)は,葉 柄から切断したインゲンマメ葉に,葉

柄からネコソギエース希釈溶液を急激に吸収させた場合,

蛍光画像で本実験のネコソギエース処理後 48時 間経過

時と同程度の障害が確認された時点で,気 了しコングクタ

ンス(約47%)と 光合成速度 (約55%)が ほぼ同じ割合で

低下したと報告している。このとき,光 合成速度低下に

は,ネ コソギエースによる直接的な光合成阻善に加え,

これに伴う気孔の閉鎖が大きく関与したと考えられた。

これに対 して,あ s″物のキュウリに根からネコソギエ

ースをゆっ くりと吸収 させた場合,光 合成速度 は約

70%も 低下したが,気 孔コンダクタンスは約 15%し か

低下しなかった。このとき,光 合成速度低下の要因は,

気孔閉鎖の影響もあるが,主 にネコソギエースによる光

合成反応系の直接的な阻害にあると考えられた。このよ

うな障害は,ネ コソギエースが あ sグ滋のキュウリ葉に

与える特徴的な光合成機能障害であると考えられた。

クロロフィル蛍光画像の計測結果から,障 害が葉脈を

183.3± 8.3  155,1± 19.0

12.8± 0.3   3.8±  1.1

中心に広がっていることがわかった。これは,上 壌表面

に散布したネコソギエースが,濯 水により根部へ到達し,

根から植物体内へ吸収され,蒸 散流にのって葉内に運ば

れて障害を引き起こしたことを示していた。このような

障害進行過程は,大 政 ら1)の実験結果から予測された通

りであった。

インダクション法による解析結果からネコソギエース

の影響を詳しくみた。ネコソギエース処理前のキュウリ

葉のイングクション画像は,葉 面全体における正常な電

子伝達反応 を示 していた10。一方,Site-3で は,IDP

過程がみられず,蛍 光強度が Pレ ベルに直接移行 して

いた。これは,ネ コソギエースの尿素系成分(イソウロ

ンおよびDCMU)に より, この部位の PS H～ PS I間

の電子伝達が阻害されていることを示 していた9'10ユリ.

その結果,チ ラコイ ド膜を介した高エネルギー状態が形

成されないため,PSMT過 程において蛍光強度が高 く

保たれたものと考えられた1。,こ の障害は,大 政ら1)が,

葉脈周辺部で確認した障害 と同じ障害であった。

次に,Site-2に 関して, 1)ID過 程におけるクエンチ

ングの減少は,PS Iに よるQAの 酸化速度の低下, ii)

DP過 程における蛍光強度の立ち上が りの遅延は,PS

IIを介した水からの電子の流れによるQAの 還元速度の

低下,ili)PSM過 程の蛍光強度が高 く維持されるとい

う現象は,主 にチラコイド膜を介した高エネルギー状態

の形成機能の低下,を 示 していた1■19)。このような障害

は,葉 柄から切断したインゲンマメ葉を用いて,葉 柄か

らネコソギエース希釈溶液を急激に吸収させた場合
1)に

は,認 められなかった障害であ り,Site-3で みられた

光合成機能障害への移行段階の障害であると考えられた。

飽和パルス法による解析結果から,ネ コソギエースの

影響を詳 しくみた.Fm画 像で障害が認められなかった

のは,暗 期条件下での飽和パルス光照射により,葉 面全

ＰＱ

ｉｅｌｄ

Ｎ

Ｙ

0.36こ生0,05

0。6 1±0 , 0 5

0.05t-0,02

0 . 4 0±0 . 0 7

Table 2  Stomatal conductance and assimilation rate before and 48 hours

after Nekosogiace treatrnent.Values are rlleans of 6 1eaves tt SE.

Tilne after the cornrnencement of herbicide feeding

O hour 48 hour

Stomatal conductance

(mmol m-2s-1)

Assirnilation rate

(μm01 C02m~2ぎ
1)

察考

- 2 1 -
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体のQAが 全て還元された状態 となり,吸 収した光エネ

ルギーのほとんどを蛍光 として放出したためであると考

えられた12,13,2の.F画 像 (Fig.3の FT画 像 とほぼ同義)

でみられた葉脈周辺部の蛍光強度のわずかな上昇は, こ

の部位において吸収した光エネルギーを蛍光として放出

する割合が高 くなっていることを示 していた12,1め.F′m

画像でみられた葉脈周辺部の蛍光強度の明らかな上昇は,

この部位において非光化学的クエンチング形成機能が低

下していることを示していた1".

なお,励 起光強度 とキュウリ葉のクロロフィル蛍光収

率の関係を調べた結果,PPF 1200μ molphotons m-2s-1

の励起光照射で蛍光収率が飽和 した(Fig。1)。このこと

は,あ s物 のキュウリ葉 を供試植物 とする場合,従

来5～8,12,13)ょりも弱い飽和パルス光強度でも飽和パルス

法による計測が可能であることを意味していた。

NPQ画 像では,非 光化学的クエンチングの不均一な

分布を明確に認めることができた。Site-1と比較して,

Site-2では約 45%,Site-3で は約 92%の NPQの 低下

がみられた(Table l),これは,Site 2,3の 順で,非 光

化学的クエンチングの形成機能が低下していることを示

しており8.11,15,2o,site-2の
障害が Site-3の光合成障害

への移行段階の障害であることを示唆するものであった。

なお,大 政ら1)によると,葉 柄から切断したインゲンマ

メ葉を用いた実験では,移 行段階にある障害は認められ

ていない。このことは,段 階的な障害の発現が あ s物

の植物葉に特徴的な現象であることを示唆していた。

NPQ画 像による診断結果は,光 合成蒸散ポロメーター

による光合成速度の測定結果(Table 2)と合致していた。

これは,NPQ画 像が,尿 素系土壌処理剤による光合成

速度低下の診断に有効であることを示していた111

ネコソギエース処理前(Fig.5-A)の NPQ画 像におい

て,葉 脈周辺部にNPQが 高い部位がみられたが, これ

は主に計測中に生じた凹凸による影の影響であると考え

られた。葉面の形状変化は,あ sあ の植物葉を対象 と

した計測時に発生しやす く,市 販の PAM(ノ ウレス振幅

変調)クロロフィル蛍光測定器等を用いてNPQの 算出

を行う場合などには, この点について特に注意すべきで

ある。
一方,Yield画 像では障害の診断は難しかった.ネ コ

ソギエース処理により光合成速度は約 700/。も低下 した

が,Yieldは ,Site lと 比較 して,Site-2で 約 3%,

Site 3でも約 37%の 低下にとどまっていた(Table l).

この結果は,条 件によってはYield画像12,13)をC02回

定速度の指標 として使用できない場合があることを示唆

していた1).

H~冊

クロロフィル蛍光画像計測により,尿 素系土壌処理剤

が あ sガ物の植物に与える光合成機能障害の早期診断を

行うことができた。インダクション法と飽和パルス法の

併用により,光 合成電子伝達系における電子伝達阻害個

所の特定と障害程度の数値評価が可能であることが改め

て確認された。また,尿 素系土壌処理剤は,あ sゲ物の

植物に対する長時間の処理でも,葉 柄から除草剤の希釈

溶液を急激に吸収させた場合
1)と同様に,尿 素系成分に

よる電子伝達系阻害が主な殺草作用として有効であるこ

とがわかった。
一方,診 断の過程で,葉 柄から切断したインゲンマメ

葉を用いた場合
1)にはみられなかった,進 行途中の光合

成機能障害や,気 孔閉鎖を伴わない光合成速度低下など

グ%s物 の植物に特徴的な現象を検知できた。これは,

あ s初 の植物を実験材料 とし,実 際の除草剤の使用状

況を再現して光合成機能障害の診断を行うことの意義を

確認するものであった。また,植 物種によって,従 来よ

りも弱い強度の飽和パルス光を用いた飽和パルス法によ

る計測の可能性が示唆された。このことは,計 測範囲の

拡大を意味し,今 後の光合成機能障害の画像診断におい

て有効な知見を与えた。

近年,市 販の PAMク ロロフィル蛍光測定器を用いて

Yieldを測定し,光 合成速度を簡単に求める方法が注目

されている。しか し,本 研究 において,Yieldは C02

固定速度の指標 とならない場合があることが確認された。

実験者はこの点について十分な注意を払う必要がある.
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