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研究成果の概要（和文）：　葉表面を多波長（330-440nm）で励起し蛍光スペクトルと蛍光画像を同時計測する
装置を開発し，葉表皮の分光透過率と蛍光分布の変化を非破壊で解析することに成功した。
　ラッカセイ葉に紫外線（UV-B）を照射すると，葉表面に光学的欠損が生じ紫外領域の透過率が指数関数的に増
大することから，透過率のモニタリングがUV-B影響の早期検出と定量的評価に極めて有効であることを示した。
また，30種の樹木を対象とし，季節毎にクロロフィル濃度，アントシアニン濃度，表皮透過率などを調査した結
果，樹木葉表皮の透過特性は樹種および季節により異なり，表内色素および葉の光合成活性と密接に関連してい
ることが分かった。

研究成果の概要（英文）：We developed a device to measure fluorescence spectra and images 
simultaneously excited by multiple wavelength (300 - 400 nm), and were successful in analyzing 
epidermal optical transmittance and fluorescence distribution in leaves nondestructively.
Ultraviolet-B irradiation to a peanut leaf caused optical holes on the leaf surface so that the 
transmittance in ultraviolet region increased exponentially. It’s shown that the monitor of the 
transmittance is extremely effective for the early detection and the quantitative evaluation of the 
UV-B impact to the plant leaves. Besides, seasonal variation of chlorophyll contents, anthocyanin 
contents and the epidermal transmittance were investigated in 30 kinds of trees. The results are 
that the epidermal transmittance characteristics of tree leaves differ according to both the species
 and the season, and are closely related to the photosynthesis activity and the pigments of leaves.

研究分野： 光応用計測，環境影響評価

キーワード： ラッカセイ葉　樹木葉　表皮の分光透過率　UV-Bストレス　蛍光スペクトル　蛍光画像　クロロフィル
蛍光　葉内色素変化
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1) フロンガス規制等により成層圏のオゾ
ン全量は緩やかに回復しているにも関わら
ず、我が国では地表に到達する有害紫外線
（UV-B）の量が依然増加傾向にある。過度の
UV-B は農作物や森林樹木に深刻な生育障害
をもたらすため、その影響評価手法の確立が
急務となっている。 
 
(2) 我々は紫外レーザー励起によって植物
葉から放出されるクロロフィル蛍光（F685）
とリボフラビン等からの蛍光（F530）の強度
比（F685/F530）が、UV-B 照射に伴い減少す
ることを突き止め、葉に変色等の可視被害が
現れる前に UV-B 影響を定量評価することに
成功した①）。しかし、F685/F530 の減少は葉
の活性低下に起因しているため、検出段階に
おいて葉に少なからずのダメージが発生し
ている。もし、葉の活性低下が起こる前に、
その予兆を早期検出できれば、植物被害を最
小限度に抑えることが可能となる。 
 
(3) 異なる波長でラッカセイ葉を励起し
F685/F530 を測定した結果②）、375 nm 励起の
場合、正常葉では約 60 であったが、UV-B 照
射により半減した。一方、325 nm励起の場合、
正常葉でも 3程度でしかなく、UV-B 照射によ
り、375 nm 励起の場合とは逆に増加すること
が分かった。この現象は、「波長が短い 325 nm
の光は、表皮の紫外線吸収色素で吸収され柵
状組織内までほとんど到達しないため、クロ
ロフィル蛍光（F685）が極端に小さいが、過
度のUV-B照射により色素が損傷を受けると、
葉の内部まで侵入可能となり、F685 が増加す
る」と考えると説明がつく。つまり、表皮の
透過率はストレス負荷によって変化し、それ
を蛍光強度比の測定から容易に推測できる
と考えられる。 
 
２．研究の目的 
(1) 本研究は、植物葉表皮の紫外領域におけ
る分光透過率（以下、透過率と言う）を蛍光
スペクトル計測に基づき非破壊・非接触で瞬
時に評価する手法を新たに確立し、近年増加
傾向にある有害紫外線（UV-B）の植物影響を、
葉の活性低下が起こる前に検出することを
目的とする。 
 
(2) さらに、農作物・樹木葉表皮の透過率測
定より UV-B 被害に対する感受性・耐性の評
価を行いデータベース化する。 
 
３．研究の方法 
(1) 測定装置および手法の開発 
キセノンランプを光源とし、透過特性の異

なるバンドパスフィルターを回転式ホルダ
ーに取付け、それらと ND フィルターをコン
ピュータ制御することで、波長 300 nm から
440 nm の範囲の励起光を 20 nm 間隔で一定強
度で試料に照射できる装置を開発する。植物

葉表面から放出される蛍光を、マルチチャン
ネル分光器でスペクトル解析すると同時に、
バンドパスフィルターを組み込んだ高感度
デジタルカメラで画像化し、葉面の蛍光分布
を解析する。また、各励起波長に対するクロ
ロフィル蛍光強度を比較することで、葉表皮
の分光透過特性を見積もる。 
 
(2) UV-B照射によるラッカセイ葉表皮の透過
特性変化 
 ラッカセイ葉に放射照度 1.0 Wm-2 の UV-B
を照射し、蛍光スペクトル変化を測定するこ
とで、表皮の透過率変化を調べる。併行して、
320 nm の励起により蛍光画像を撮影し、葉表
面における蛍光分布の変化を調べる。 
 
(3) 樹木葉表皮の透過特性の季節変化 
木更津高専敷地内（千葉県木更津市）に生

育する 30 種の樹木を対象とし、春季（4～5
月）、夏季（8月）、秋季（10 月）、冬季（1月）
に各葉を採取し、クロロフィル濃度の目安と
なる SPAD 値、アントシアニン濃度指標 ACI、
光化学反応系Ⅱの最大量子収率Fv/Fmを測定
した後、表皮の蛍光スペクトルおよび分光透
過特性を測定し、各量の季節変化および相関
について調査する。 
 
４．研究成果 
(1) 測定装置および手法の開発 
① 測定装置 
 測定装置は、光源部、蛍光スペクトル計測
部、蛍光画像計測部で構成した。光源部は、
100 W のキセノン光源ユニット(LAX-103、朝
日分光製)、合成石英製の光ファイバー(φ5
×1000L、朝日分光製)、標準ロッドレンズ
(RLQL80-1、朝日分光製)およびテレセントリ
ック均一照射ユニット(TOU-1、朝日分光製)
で構成した．半値幅約10 nm、中心波長300 nm、
320 nm、340 nm、360 nm、380 nm、400 nm、
420 nm、440 nm の 8 枚のバンドパスフィルタ
ー(MX シリーズ、朝日分光製)を LAX-103 に内
蔵された回転式自動フィルターチェンジャ
ーに取付けた。RS-232C でパーソナルコンピ
ュータ(PC)と LAX-103 を接続して、回転式自
動フィルターチェンジャーおよび連続可変
NDフィルターをVisual Basic 6.0(Microsoft
製)上で自作したソフトウェアによって制御
し、一定放射照度の励起光を波長毎に一定時
間間隔で試料に照射できるようにした。放射
照度は、波長感度校正済のフォトダイオード
モジュール(C10439-08、浜松ホトニクス製)
を用いて測定した。蛍光スペクトル計測部は、
マルチチャンネル分光測光システム(PMA-50、
浜松ホトニクス)、電子冷却裏面入射型冷却
CCD、PMA コントロールユニット、PC で構成
した。尚、励起光自身の侵入を防ぐため、限
界透過波長が 440 nm のロングパスフィルタ
ー(LPF)(Y44、OMG 製)を蛍光誘導用光ファイ
バー入射部の前段に設置した。また、Y44 自
身も紫外励起でわずかに発光するため、さら



にその前段に限界透過波長が 410 nm の
LPF(L41、OMG 製)を設置し、Y44 に紫外成分
が入射しないようにした。蛍光画像計測部は、
一眼レフカメラ(EOS KISS X7、Canon 製)、マ
クロレンズ(EF-S60mm F2.8 マクロUSM、Canon
製)で構成した。一眼レフカメラは、マクロ
フォーカス用の四方向スライダーレール
(NEEWER 製)に取り付け、位置調整が行えるよ
うにした。 
 
② 表皮の透過特性評価 
葉内のクロロフィルから放出される蛍光

強度は、葉に照射した励起光の強度および表
皮における透過率、クロロフィルの吸光・発
光効率で決定される。クロロフィルの吸光・
発光効率は、励起光の波長に依存する他、
UV-B 照射による光合成活性低下の影響も受
けると考えられる。これらの要因に基づく、
葉表面および葉断面から放出されるクロロ
フィル蛍光の強度の違いについて、図 1で説
明する。 

図 1 表皮透過率の測定原理 
 
まず、図 1 の A に示すように、波長、放

射照度 I0の励起光を、表面積 SSの葉表面に照
射した場合、励起光の表皮における透過率を
Tとすると、葉肉組織中のクロロフィルに照
射される励起光の強度は、I0∙T∙SS と表すこ
とができる。クロロフィルの吸光および発光
効率に係る要因のうち、積算照射量 Hの UV-B
照射による光合成活性低下の影響を AH、励起
光の波長依存を Yとすると、葉表面から放出
される 685 nm のクロロフィル蛍光の強度
SF685は、次式で表すことができる。 

SF685=I0∙T∙SS∙k∙AH∙Y ・・・(ⅰ) 
ここで、k は、クロロフィルの吸光・発光効
率に関する比例定数である。一方、図 1 の B
に示すように、葉断面においては、表皮によ
る励起光の減衰(反射、吸収、散乱等)が無い
ため、葉の断面積を SCとすると、放出される

クロロフィル蛍光の強度 CF685 は、次式で
表すことができる。 

CF685 =I0∙SC∙k∙AH∙Y  ・・・(ⅱ) 
ここで、各波長で励起した際のクロロフィル
蛍光強度を、440 nm で励起した時のクロロフ
ィル蛍光強度で規格化し、波長毎の相対強度
を求める。それらを葉表面では S、葉断面で
は Cと表すと、(ⅰ)、（ⅱ）式よりそれぞれ 

S=SF685 /SF685 
=(T∙Y)/(T440∙Y440) ・・・(ⅲ) 

C=CF685 /CF685
=Y/Y440 ・・・(ⅳ) 

となり、Sおよび Cは、AHに依存しない量と
なる。さらに、(ⅲ)を(ⅳ)で割り 

S/C=T/T440=RT・・・（ⅴ） 

として、Yを消去すれば RTとして波長 440 nm
の透過率を基準とした各波長の相対透過率
を求めることが可能となる。 
 
③ 透過特性評価の検証 
 表皮が比較的厚く、削ぎやすい常緑低木の
トベラを試料として、②の方法で求めた相対
透過率と、表皮をカミソリで薄く削いで分光
光度計で測定した透過率を比較した。図 2に
示す通り、クロロフィル蛍光強度より求めた
相対透過率 RTと分光光度計により実測した
表皮の透過率は、一致することが分かった。 

図 2 トベラ表皮の相対透過率 
 
(2) UV-B照射によるラッカセイ葉表皮の透過
特性変化 
① 蛍光スペクトル変化 
 図 3に、UV-B 照射によるラッカセイ葉の蛍
光スペクトル変化を示す。いずれも波長 450 
nm 付近(F450)、530 nm 付近(F530)、685 nm
付近(F685)、740 nm 付近(F740)に、植物葉蛍
光の特徴的なピークが観察された。F450 はフ
ェ ル ラ 酸 お よ び nicotinamide adenine 
diphoshate(NADPH)、F530 は flavin adenine 
dinucleotide(FAD)を代表とするフラボノイ
ド、F685 および F740 はクロロフィル a から
の発光であると考えられている③)。320 nm で 
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図 3 UV-B照射によるラッカセイ葉の蛍光

スペクトル変化 
 
励起した場合の F450 および F530 の変化は、
UV-B 積算照射量（H）が 58 kJm-2で未処理葉
の約 0.7 倍まで減少したが、それ以降は増加
に転じ、H=115 kJm-2で未処理葉とほぼ同程度
まで戻り、H=230 kJm-2 では未処理葉と比べ、
F450 は約 3倍、F530 は約 2倍まで増加した。
フェルラ酸は 320 nm 付近に励起スペクトル
のピークがあり 350 nm～550 nm にかけて発
光することから、この青緑色蛍光の急激な増
加は、フェルラ酸の増加に起因するものと考
えられる。また、440 nm で励起した際の F530
の値は、他の波長で励起した場合と異なり H
の増加に伴って単調に増加した。これは 440 
nm付近に励起スペクトルのピークがあるFAD
等のフラボノイドの増加に起因すると考え
られる。クロロフィル蛍光である F685 の変
化については、320 nm の励起では、H=58 kJm-2

で未処理葉の約 0.7 倍に減少したが、それ以
降は増加に転じ、H=115 kJm-2で未処理葉の約
1.5 倍、H=230 kJm-2 では約 4倍となった。360 
nm で励起した場合は、H=230 kJm-2 において

も未処理葉とほぼ同じ値であり、他の励起波
長と比較すると、大きな変化は見られなかっ
た。400 nm および 440 nm で励起した場合は、
H=58 kJm-2 までは、ほぼ一定の値を保ち、そ
れ以降は単調に減少し、H=172 kJm-2で未処理
葉の約 0.5 倍、H＝230 kJm-2では約 0.3 倍と
なった。アントシアンを含まない葉では、青
緑色領域の励起光は、表皮でほとんど吸収さ
れずクロロフィルまで到達することから、
400 nm および 440 nm の励起で見られた F685
の減少は、主に UV-B 照射による葉の光合成
活性度低下が原因と考えられる。一方、320 nm
および 360 nm で励起した場合、それに加え、
次に述べる表皮における励起光の透過率変
化も影響していると考えられる。 
 
② 表皮の透過率変化 

図4に、ラッカセイ葉表皮の相対透過率RT
の変化を、UV-B 積算照射量 Hをパラメータと
して示す。UV-B 照射に伴って、RT300から RT340

が特に大きく変化した。H＝29 kJm-2、H=58 
kJm-2では、約 20 ％減少したのち、H=101 kJm-2

以降は徐々に増加し、H=230 kJm-2では、未処
理葉と比較して、RT300が 18.9 倍、RT320が 19.7
倍、RT340が 17.8 倍となった。UV-B 照射初期
における相対透過率の僅かな減少について
は、図 3 の D で F530 が一定の割合で増加し
ていることから、UV-B 照射によって FAD 等の
紫外線吸収色素が表皮内で増加し、クロロフ
ィルに到達する励起光が減少したと考える
と説明できる。しかし、H=101 kJm-2以降での
相対透過率の増加は、紫外線吸収色素の増加
とは矛盾する現象である。 

図4 UV-B照射によるラッカセイ葉表皮の
透過率変化 

 
③ 蛍光分布変化 
320 nmで励起した際の葉表面における青色

蛍光分布およびクロロフィル蛍光分布の変
化を図 5 に示す。図中括弧内の数値は UV-B
積算照射線量(kJm-2)を表す。葉の可視画像
(図上段)では、H=173 kJm-2までは変化は見ら
れず、H=202 kJm-2 以上で、主葉脈付近(図中
の矢印で示した部位)に茶褐色の可視被害が
認められた。青色蛍光画像(図中段)では、可
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視被害が発生した UV-B 積算照射量の半分に
あたる、H=101 kJm-2において、主葉脈付近に
周囲より輝度が大きい青斑点が出現した。青
斑点の量は H=130 kJm-2 にかけてやや減少し
たが、H=173 kJm-2 以降は再び増加をはじめ、
輝度も徐々に高くなった。この青斑点の出現
は、「①蛍光スペクトル変化」で述べた通り、
フェルラ酸の増加によるものと考えられる。
H=130 kJm-2付近で見られた青斑点の一時的な
減少は、UV-B 照射によって過剰に生成された
活性酸素により、抗酸化作用のあるフェルラ
酸が変質または消滅したためではないかと
考えられる。 

可視画像 
 
 
 
 
a(0)  a(101)   a(130)  a(173)  a(202) 

青色蛍光画像(320 nm 励起) 
 
 
 
 
b(0)  b(101)   b(130)  b(173)  b(202) 
クロロフィル蛍光画像 (320 nm 励起) 

 
 
 
 
 
c(0)  c(101)   c(130)  c(173)  c(202) 

図 5 ラッカセイ葉の蛍光分布変化 
 
クロロフィル蛍光画像(図下段)で、H=101 
kJm-2 で青色蛍光画像において青斑点が観察
された部位とほぼ同じ部位に、高輝度の紅斑
点が出現し、さらなる UV-B 照射によって紅
斑点が主葉脈から葉の周辺部にも広がった。
また、紅斑点が現れた部位以外では、未処理
葉と比較して輝度に大きな変化は見られな
かった。この赤斑点の出現は、H=101 kJm-2

以降に観察された表皮の相対透過率の増加
と密接に関連しているものと推測できる。つ
まり、表皮の一部が、UV-B 照射により物理的
損傷を受け、その部分では励起光が減衰され
ず、葉の内部にまで侵入できるようになり、
クロロフィル蛍光が増大したものと考えら
れる。 
 
④ 表皮の透過率変化に関するモデル 
③の結果に基づき、UV-B 照射による物理的

損傷により紫外線が減衰しない光学的な隙
間(以下、隙間という)が表皮の一部で形成さ
れ、短波長域の相対透過率が増加するという
モデルを考える。ここでは、単純に 
1)隙間では全波長の透過率が 440 nm の透過
率に等しくなる(相対透過率は全波長で 1 と
なる) 
2)隙間以外の部位の相対透過率は未処理葉

と同じである 
と仮定する。未処理葉における波長毎の相対
透過率を RT0λとし、隙間が全体に占める割合
をαとすると、全体の相対透過率 RTλ、αは、 

RTλ、α=(1-α)∙RT0λ+α ・・・（ⅵ） 

と表すことができる。図 4に示した相対透過
率(RTλ)のうち、H=101 kJm-2 以降のデータに
対して、（ⅵ）式を用いて近似値(RTλ、α)を求
め、それらを折れ線で結び同図中に RTλと重
ねて示す。尚、αの値は、実測値との相対誤
差が最小となるように定めた。340 nm 以下の
領域では、RTλと RTλ、αがよい一致を示して
おり、UV-B 照射に伴う短波長領域の相対透過
率の増加は、本モデルによって説明可能であ
ると考えられる。  
 
(3) 樹木葉表皮の透過特性の季節変化 
① SPAD 値と ACI 
 SPAD 値について、落葉樹、常緑樹毎に平均
を求め、季節変化を図 6に示す。落葉樹は春
から夏にかけて増加するが、秋には減少した。
常緑樹は、春から秋にかけて増加、冬には若
干減少するものの、夏季と同程度の値を保っ
た。ACI の変化も SPAD 値と同様の傾向が見ら
れた。尚、紅葉を除くと SPAD 値と ACI の対
数には強い相関（R2=0.85）が見られた。これ
は、紅葉以外の葉にはアントシアニンがほと
んど含まれず、ACI 計測時の 530 nm の透過率
データにクロロフィルによる吸収が影響し
たものと考えられる。また、図7に示す通り、
各落葉樹葉のSPAD値と蛍光強度比F740/F685
（400 nm 励起）の間に良い相関（R2=0.72）
が見られた。 

図 6 樹木葉にける SPAD 値の季節変化 

図 7 落葉樹の SPAD 値と蛍光強度比
F740/F685 の関係 
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② Fv/Fm 
 図 8に Fv/Fm の季節変化を示す。秋季は常
緑樹葉の平均が 0.82 であったのに対し、落
葉樹葉は 0.61 であった。また、冬季の常緑
樹は SPAD 値に変化が見られなかったにもか
かわらず、Fv/Fm は平均 0.59 と低下した。ま
た、図9に示す通り、秋から冬にかけて、Fv/Fm 
と F685/F530 との関係に相関（R2=0.50）が見
られた。 

 
図 8 樹木葉にける Fv/Fm の季節変化 

 
図 9 Fv/Fm と蛍光強度比 F685/F530 の関係 
 
③ 分光透過特性及び蛍光スペクトル変化 
波長 300 nm（UV-B 領域）の相対透過率 RT300
と 360 nm（UV-A 領域）の相対透過率 RT360
の落葉樹、常緑樹毎の平均値の変化を図 10
に示す。 

 
図 10 表皮の紫外領域における透過率変化 
 
RT300、RT360 ともに季節を通して落葉樹よ

り常緑樹の方が低く、常緑樹の方が UV-B に

対する耐性が高いと予想される。常緑樹冬季
の RT300 は 0.01 以上に増加した。常緑樹全
体の RT300 と 420 nm 励起における F530（FAD
起源）に良い相関があることから、表皮中の
紫外線吸収色素が、UV-B 照射量の少ない冬季
に分解され減少したものと考えられる。 
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