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研究成果の概要（和文）：葉内葉緑体における光合成機能の共焦点レーザ顕微解析法を開発した。 

顕微鏡システムに使用した EM-CCDカメラの A/D変換値は、500 から 14,500 のレンジで蛍光強

度と正の線形関係があった。また、レーザ強度と測定された光強度(PPF)の間にも線形関係があ

った。このシステムを用いて、タマシダ葉の葉緑体の 3D-F、 3D-Fm’および 3D-ΦPSII 画像が

計測された。さらに、農薬処理に伴う Kautsky 効果が調べられた。開発した顕微鏡システムは、

非破壊で葉内葉緑体のクロロフィル蛍光強度や ΦPSII、NPQを計測できるので、葉緑体レベルで

の光合成機能の研究のために有効的に使用できる。 

 
研究成果の概要（英文）：Confocal laser scanning micro-imaging (CLSM) analysis method of 
chloroplast photosynthetic functions in intact leaf was developed. For A/D conversion 
levels of EM-CCD camera used for the CLSM system the values revealed a positive linear 
relationship between fluorescence intensity and the A/D conversion level at each gain 
value in the range 500 to 14,500. The relationship between laser power and measured PPF 
was expressed as a linear equation. Using this system, 3D-F, 3D-Fm’and 3D-ΦPSII images 
of Boston fern chloroplasts were measured. The dark/light transitions (Kautsky effect) 
of eggplant chloroplasts to agrochemical treatment were also measured. As the 3D CLSM 
system can provide the fluorescence intensity, ФPSII and NPQ values of each chloroplast 
in a 3D cellular arrangement, this method has potential for investigating differences 
in the functions of chloroplasts in vivo. 
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１．研究開始当初の背景 

農作物の生産性向上のためには光合成

を増大させることが必要であり、植物工

場などの生産施設では、CO２施肥や環境調

節により、その増大を図っている。また、

品種改良や遺伝子組み換えなどによる形

質転換、バイオアッセイなどの際の生理

指標としても、光合成反応をターゲット

にする場合が多い。光合成を計測する方

法としては、生体を破壊する生化学分析

などの方法だけでなく、同化箱法や酸素

電極法、クロロフィル蛍光法などの非破

壊計測法があり、広く利用されている。

これらの非破壊計測法の中で、クロロフ

ィル蛍光法は、画像情報として得られる

という特徴がある。大政らが、クロロフ

ィル蛍光画像計測法(Omasa et al. Plant 

Physiol.1987)を世界で始めて提案して

以来、この分野の研究が進展し、現在で

は、幾つかのメーカから装置が市販され、

実際の現場でも普及、使用されるように

なってきた。 

細胞レベルでの光合成反応に関する非

破壊情報は、形質転換の際のスクリーニ

ングやバイオアッセイ、また、環境変化

に対する細胞レベルでの反応メカニズム

の解明などに有用であり、最近、細胞の

クロロフィル蛍光解析に関して、申請者

らの研究も含めて幾つかの研究が報告さ

れるようになってきた。しかし、これら

の研究は、通常の光学顕微鏡の改良によ

る方法で、葉表面での蛍光計測に限定さ

れ、葉内部の情報が得られない欠点があ

る。また、蛍光計測特有の計測対象近傍

からの光の影響によるボケ現象の影響が

ある。この問題の解決のためには、共焦

点レーザ顕微鏡の使用が考えられるが、

クロロフィル蛍光法への利用には多くの

問題があり、このため、新しい着想によ

る方法の提案が必要とされていた。 

 
２．研究の目的 

共焦点レーザ顕微鏡は、通常の光学顕

微鏡と違い、レーザをスキャンして計測

するために、サンプルに均一に光が照射

されず、一点あたりの光強度が非常に強

い（通常、３桁位大きい）という特徴が

ある。このため、クロロフィル蛍光法に

よる蛍光パラメータ解析に適用するのは

困難で、従来は利用出来ないと考えられ

てきた。また、共焦点レーザ顕微鏡では、

葉表面だけでなく、葉内部の細胞・葉緑

体レベルの情報を得ることができるが、

蛍光パラメータに対する影響はわかって

いない。そこで、本研究では、レーザス

キャンの高速化と均一化に加えて、レー

ザ光照射法や解析法を検討し、共焦点レ

ーザ顕微鏡による新しいクロロフィル蛍

光パラメータ解析法を開発する。また、

計測データを検討し、その性能を明らか

にする。 

 

３．研究の方法 

共焦点３次元クロロフィル蛍光顕微画像

計測システムの条件として、１）対象に照射

される光が、植物にダメージを与えない程度

の強度であり、暗期、明期と飽和パルス光の

照射切り替えができること、２）３次元計測

のために高速 Z スキャンができること、３）

比較的弱い照射光によって、高速撮影を行っ

ても鮮明な画像が得られること、などがあげ

られる。図１に、この条件を満たすために開

発したシステムの概念図を示す。このシステ

ムは、倒立型光学顕微鏡、ニポウディスク式

共焦点レーザースキャンユニット、EM-CCD



カメラ、周辺制御機器などからなる。上記の

条件を満たすために、対物レンズを通して

サンプルに照射される光強度を算出し、減

光フィルタを装着したシャッターを新たに

組み込んだ。また、高速 Z スキャンのため

に、ピエゾ Zスキャンシステムを導入した。

さらに、弱光計測のために、高感度の EM-CCD

カメラを用いた。Z スキャンモーター、ピエ

ゾ Z-スキャンユニット、およびシャッターは

コンピュータにより制御される。また、シャ

ッターと EM-CCDカメラは同期させることが

できる。レーザ光(488 nm)は、共焦点レーザ

ースキャンユニットのニポウディスク上の

ピンホールを通して、顕微鏡の対物レンズか

ら植物葉に照射される。植物葉の細胞内のク

ロロフィルから発せられるクロロフィル蛍

光と反射光をバンドパスフィルタ(λ = 680 

nm)に通じることでクロロフィル蛍光のみ分

離計測できるようにした。そして、この共焦

点３次元クロロフィル蛍光顕微画像計測シ 

  

 

図１ 共焦点３次元クロロフィル蛍光顕微

画像計測システム．図中のａ：パソコン、ｂ：

EM-CCDカメラ、ｃ：共焦点スキャンユニット、

ｄ：ｚスキャンモーター、ｅ：倒立型顕微鏡、

ｆ：ハロゲンランプ電源、ｇ：冷却型カラー

カメラ、ｈ：レーザ電源、ｉ：シャッター制

御装置、ｊ：ＮＤフィルターシャッター、ｋ：

ディスク回転制御装置、ｌ：ｚスキャンモー

ター制御装置、ｍ：ピエゾスキャン制御装置、

ｎ： ピエゾユニット 

ステムの特性を明らかにするととともに、葉

内組織の３次元クロロフィル蛍光画像計測

を行った。材料としては、タマシダとナスの

葉を用いた。 

 

４．研究成果 

まず、ゲインを変えたときの EM-CCD カメ

ラの特性について蛍光シートを計測するこ

とによって行った。図２に、カメラのゲイン

が 50、100、150 の場合における蛍光強度と

計測された蛍光画像の A/D変換値との関係を

示す。本実験に用いた EM-CCD カメラは、ゲ

インの値に関わらず、A/D 変換値は 450～

14500 の間では直線応答性があることが確認

された。 

次に、顕微鏡の対物レンズを通して照射さ

れるレーザ光強度を決定する方法について

検討した。図３(A)に本実験で用いたピンホ

ールの形状を示す。ピンホールの直径は 50µm

であり、ほぼ真円とみなすことができた。こ

のピンホールは計測対象面におけるレーザ

光の直径よりも十分に小さかった。またピン

ホールを通ることでレーザ光強度は 1/5035

となることが示された。

  

 

図２ 蛍光強度と A/D 変換値との関係. 

ａ、ｂ、ｃはそれぞれ、カメラの感度が 150、

100、50の時の特性 



 

 

 

 

図３ ピンホールの画像（Ａ）とレーザ出力

と PPFとの関係 

 

ピンホールを通して対物レンズから照射

されたレーザ光の PPFにピンホールを用いた

ときの強度補正値 5035 を乗じることで得ら

れた PPF 値と、レーザ出力の関係を図３(B)

に示す。レーザ出力と推定された照射光の

PPF との間には、直線的な関係がみられたた

め、実験では、レーザ出力から PPF を換算し

て用いた。なお、レーザ出力は 0～23 mW の

間で調整できるようになっているが、上記の

換算によると、最大出力である 23 mW では、

計測対象に照射されるレーザ光の PPF は

200mmol m-2 s-1を超えることになる。これは、

植物の光合成には強すぎる強度の光である。 

図４に明期光 PPF が 198 µmol m－2 s－1の

ときの 3Ｄ-F画像(A)、3Ｄ-Fm’画像(B)およ

びそれらより算出した 3Ｄ-ΦPSII画像(C)を示

す。葉肉細胞内に存在する葉緑体の ΦPSII に

比べ、孔辺細胞内および表皮細胞内の葉緑体

の ΦPSII は小さい傾向が見られた。既往の研

究では、孔辺細胞に隣接した葉肉細胞内の葉

緑体のみしか同時に計測できなかったが、本

研究によって開発したシステムによって、孔

辺細胞から離れた葉肉細胞内の葉緑体、さら

にはシダ植物特有の表皮細胞内の葉緑体の

クロロフィル蛍光パラメータも計測可能と

なった。葉肉細胞、孔辺細胞、表皮細胞内の

葉緑体はいずれも、明期光強度が大きくなる

につれて、NPQ が増加し、ΦPSII が減少した。

これは、熱放散活性の増大に伴う PSII 量子

収率の低下と考えられる。 

孔辺細胞内の葉緑体の ΦPSII は、葉肉細胞

内の葉緑体の ΦPSII より小さかった。この結

果は、既往の研究例にも見られた。孔辺細胞

内の葉緑体の NPQ は葉肉細胞内の葉緑体の

NPQ より大きい傾向が見られた。このため、

孔辺細胞内の葉緑体は、葉肉細胞の葉緑体に

比べて CO2 固定能が小さい可能性が考えられ

た。また、表皮細胞内の葉緑体の ΦPSII は、

葉肉細胞内の葉緑体の ΦPSII よりも小さい傾

向がみられたが、前者の NPQ は後者の NPQよ

りも小さかった。さらに、表皮細胞内の葉緑

体の蛍光強度は、葉肉細胞内の葉緑体の蛍光

強度より大きかった。このことから、表皮細

胞内の葉緑体は、QA以降の光合成電子伝達に

阻害が生じている可能性が考えられた。 

 図５は、ナス葉の Kautsky効果の状態 D（0.3

秒後）、P（0.9秒後）、T（30 秒後）における

画像であり、白色を示している部分がナス葉

の葉緑体である。真中に気孔の孔辺細胞がみ

える。上段Ａの画像は除草剤（10-4molL-1）で

処理を行った場合に観察された画像であり、

下段Ｂの画像は蒸留水を用いて処理を行っ

た場合に観察された画像である。蒸留水では

P で葉緑体クロロフィル蛍光が高くなるとい

う正常な Kautsky 効果が見られるが、除草剤 



 

 

  

図４ タマシダ葉の 3Ｄ-F画像(A)、3Ｄ-Fm’

画像(B)および 3Ｄ-ΦPSII画像(C)． 
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Ｂ

 

図５ ナス葉の Kautsky 効果の状態 D（0.3

秒後）、P（0.9秒後）、T（30 秒後）における

画像．上段Ａが除草剤処理をしたナス葉、下

段Ｂが比較のための正常な状態の画像． 

 

処理（10－4molL-¹）により、D、P、Tいずれに

おいても葉緑体クロロフィル蛍光が高くな

っており、電子伝達系が除草剤により影響を

受けていることがわかる。 
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