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研究成果の概要（和文）：本研究では，研究代表者が開発した「減圧パルス-クロロフィル蛍光計測法」を用いた光合
成機能評価技術の確立に向けた研究開発を行った。その結果，減圧パルス付与によるChl蛍光強度の上昇幅であるPeak 
heightは，O2 free条件下を除いて光合成速度と有意な相関が認められた。また，光合成速度が著しく低下するCO2 fre
e条件下では，光呼吸やAlternative electron flowのために電子伝達は高く維持されるが，Peak heightは大きく低下
することを確認した。

研究成果の概要（英文）：In our previous study, the pulsed pressure reduction induced chlorophyll 
fluorescence induction (PPR-CFI) measurement technique was developed. In this study, we applied the 
PPR-CFI to assess the leaf photosynthetic function under O2 and/or CO2 free conditions. The peak height, 
which is the extent of the chlorophyll fluorescence intensity increased just after the reduction of air 
pressure induced by a pulsed air pressure reduction (-80 kPa for 10 seconds), showed a strong correlation 
with the photosynthetic rate measured under several CO2 concentrations, but the correlation was 
disappeared under O2 free condition. In addition, the CO2 free condition, the net photosynthetic rate was 
zero, kept the electron transport rate (ΦPSII) at relatively higher level because of the 
photorespiration and alternative electron flow but strongly decreased the peak height. This result proved 
that the peak height measured by the PPR-CFI has high sensitivity to the photosynthetic rate.

研究分野：植物診断計測工学
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１．研究開始当初の背景 
 植物の環境応答の解析には，植物生体情報
を非破壊かつ非接触で連続的に計測できる
技術が不可欠である。様々な植物生体情報の
なかでも，植物の生命維持の根本である光合
成機能に関する生体情報のプライオリティ
は高い。Chl 蛍光は，光合成の主色素(Chl a)
から発せられる光であり，これを正確に計測
することで光合成反応の状態を非破壊かつ
非接触でモニタリングできる(図 1) 
 Chl 蛍光計測法によって取得される最も代
表的な蛍光パラメータが，光化学系Ⅱ(PSⅡ)
から光化学系Ⅰ(PSⅠ)への光合成電子伝達速
度である。この値は，嫌気的条件下(2％O2濃
度)において光合成速度と高い相関を示す。 
このことは，PSⅠにおける主たる電子受容体
が NADP+と H+であり，生成された NADPH
がカルビン・ベンソン回路における CO2 固定
反応に効率よく用いられていることを意味
している。 
 一方，通常の大気条件下(約 21％O2 濃度)
では，すべての伝達電子がカルビン・ベンソ
ン回路のための NADPH の生成に用いられる
訳ではない。伝達電子の一部は O2 分子に伝
達され，植物体にとって有害な活性酸素
(H2O2)が生じる(Mehler 反応)。生じた活性酸
素は，water-water cycle によりエネルギーを消
費して速やかに無毒化され(Asada 1999)，可視
的な傷害は生じないものの，エネルギーロス
は大きい。 
 Water-water cycle への電子伝達速度は，最
大で光合成電子伝達速度に匹敵する場合も
あり，その生理学的意義としては，光合成開
始時の ΔpH の生成と ATP 合成，過剰な電子
を捨てる役割(Asada 1999)などがあげられる。
特に，様々な生物的・非生物的ストレスによ
ってカルビン・ベンソン回路の活性が低下し
た場合には，water-water cycle への電子伝達量
が増加し，活性酸素の生成速度が water-water 
cycle の活性酸素消去能力を超えると，Chl 分
子の分解など致命的な生理機能障害が生じ
る。このことは，water-water cycle とカルビ
ン・ベンソン回路への電子伝達分配比のモニ
タリングが，光合成反応系のストレス状態を
把握する上で極めて重要であることを意味
している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 Distribution of light energy absorbed by 
chlorophyll pigment. 
 

２．研究の目的 
 本研究では，研究代表者が考案した Chl 蛍
光計測技術と生物環境工学的なチャンバ内
環境制御技術を融合させた「減圧パルス－Chl
蛍光計測法」を発展させ，光合成電子伝達系
で伝達される電子のうちで，カルビン・ベン
ソン回路で利用されるものと，water-water 
cycle へ伝達されるものとの比率を連続的か
つ簡便に測定する全く新しい測定法を開発
することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)Chl 蛍光計測システムの概要 
 図 2 に，減圧パルス-クロロフィル蛍光計測
システムの外観写真(A)と模式図(C)を示す。
内容積 38.5 ml (内寸 1.1 cm [H] × 7 cm [W] × 5 
cm [D])の透明アクリルリーフチャンバ(B)に
葉を固定する。青色 LED より葉面に光を照射
して光合成を行わせると同時に，上側チャン
バに取り付けた携帯型 PAM クロロフィル蛍
光計測装置 (MINI-PAM, WALZ, Germany)を
用いて蛍光収率を計測した。また，Chl 蛍光
画像計測システムを用いた Chl 蛍光強度の計
測も並行して行った。なお，チャンバに供給
する空気流量とCO2濃度は携帯型光合成蒸散
測定装置 (LI-6400XTF, LI-COR Inc.)を用いて
制御し，チャンバの入口と出口の CO2 および
H2Oの濃度差を計測することで光合成速度と
蒸散速度を算出した。チャンバ内の気圧計測
にはアンプ付き圧力センサ(AP-44，(株)キー
エンス)を用いた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 The developed Chl fluorescence 
measurement system with a pulsed pressure 
reduction system (A: Photo of the whole system, 
B: Photo of the leaf chamber, C: Schematic 
diagram of the whole measurement system). 
 
(2) 減圧パルス付与方法の改良 
 本研究では，減圧パルス付与による Chl 蛍
光強度の上昇幅を Peak height と定義した(図
3)。真空ポンプ(Mini Diaphram Vacuum Pumps, 
KNF, Germany)を用いて容量 18.2 L のアクリ

Chl

Light

Heat
dissipation

Fluorescence

Photosynthesis
(CO2 fixation)

Photorespiration

Alternative electron flow
(Water-water cycle etc.)

Photosynthetic 
photochemical 
reaction

Leaf

Fixing screws

Optical fiber of 
MINI-PAM

Transparent acrylic 
leaf  chamberBVacuum pump in 

noise proof box

Switch board for 
pulsed pressure 

reduction Data logger

Acrylic vacuum 
case

MINI-PAM

Transparent acrylic 
leaf  chamber

LED

LI-6400

Flow
Controller

Oxygen 
monitor

A

Gas 
case

LED panel

Excitation light

Tomato plant

Screw

Rubber 
seal

LI-6400

Pneumatic
sensor

Data logger

Amplifier0.20
Magnetic valve

Attached Leaf

Inlet
Outlet

Backflow valve

MINI
PAM

Acrylic 
vacuum 

case

O2 sensor

Vacuum
pump

Flow
contloller Gas 

case

Transparent 
acrylic chamber

C

N2



ル真空容器(アズワン(株))内をあらかじめ減
圧しておき，これとリーフチャンバを繋ぐ(逆
流防止機能付の電磁弁を開く)ことで瞬間的
な減圧を可能にした。この改良により 80 kPa
の減圧(到達可能気圧 20 kPa)が可能となった。
本研究では，大気圧からの減圧量を減圧強度
と定義した(80 kPa 減圧時には「-80 kPa」と表
記)。なお，リーフチャンバと光合成蒸散測定
装置との接続部には三方向電磁弁を配した。
各電磁弁はコントロールパネルにより自動
制御され，チャンバの密閉から 0.1 秒後に減
圧パルス(10 秒間)を付与する。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 Changes in Chl fluorescence intensity 
induced by a pulsed pressure reduction. The 
extent of the increase in the fluorescence 
intensity is defined as ‘Peak height’.  
 
(3) CO2 and/or O2 free 条件の作成 
 CO2 and/or O2 free の各ガス組成条件下での
計測を行うために，N2ガス(CO2 と O2 を含ま
ない)を使用した。CO2 濃度は LI-6400XTF を
用いて計測し，酸素濃度は酸素センサ
(Oxyman Plus, 泰榮電器株式会社)を用いて計
測した。 
 
４．研究成果 
(1) 連続的な減圧パルス付与が光合成速度
と蒸散速度に及ぼす影響 
 愛媛大学植物工場研究センターの植物工
場で栽培されたトマト(Solanum lycopersicum 
L., 品種: 大安吉日)の完全展開葉を用いた。
葉面における光強度を PPFD 270 μmol m-2s-1, 
供給する空気の CO2 濃度を 400 μmol mol-1 と
した。70 分間にわたり，減圧パルス(減圧強
度は-80 kPa)を 10 分間隔で計 8 回付与した。
その結果，減圧パルスを繰り返し付与しても
光合成速度および蒸散速度への影響は小さ
いことが確認された。 
 
(2) 減圧パルス-Chl 蛍光計測による光合成
速度測定 
 (1)と同様の植物材料・光環境条件において，
CO2 濃度を変化させ (①800→600→400 ，
②1500→800→400→200→100 μmol mol-1)，こ
の間の光合成速度，蒸散速度，Peak height の
変化を計測した。なお，減圧強度は-80 kPa

とした。図 4 に，光合成速度と Peak height の
関係を示す。CO2 濃度 400〜800 μmol mol-1

では正の相関が確認されたが(A)，より広範な
CO2 濃度条件では指数関数的な関係が確認さ
れた(B)。この結果は，減圧パルス-Chl 蛍光計
測法によりPeak heightを評価することで光合
成速度の簡易計測が可能だが，低 CO2濃度環
境下(100〜200 μmol mol-1)では光合成速度の
違いを評価しづらくなることを示していた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4 Relationship between photosynthetic rate 
and peak height measured under different CO2 
concentrations (A: 400-800 μmol mol-1, B: 
100-1500 μmol mol-1) 
 
(3) CO2 and/or O2 free 条件下での減圧パル
ス-Chl 蛍光計測 
 (1)と同様の植物材料・光環境条件において，
ガス環境を通常大気(CO2濃度400 μmol mol-1，
O2 濃度 21%; 以降，[+, +])，CO2 free(CO2 濃度
0 μmol mol-1，O2 濃度 21%; 以降，[−, +])およ
びO2 free(CO2濃度 400 μmol mol-1，O2濃度 0%; 
以降，[+, −])で変化させた。具体的には，ガ
ス環境を[+, +]→[−, +]→[+, +]→[+, −]→[+, +]
→[−, −]→[+, +]→[−, +]→[+, +](これを 2 サイ
クル)と約 40 分間隔で変化させ(O2 free を[+, 
−]，CO2 and O2 free を[−, −])，約 540 分間連続
して光合成速度，ΦPSIIおよび Peak height を計
測した。 
 図 5 に光合成速度，ΦPSII および Peak height
の経時変化を示す。光合成速度は[−, +]と[−, 
−]において CO2不足により大きく低下したが，
[+, −]では暗呼吸，光呼吸およびオルタナテ
ィブ電子伝達の一部(Water-water cycle)が阻害
されたことにより光合成速度が上昇した。Φ

PSIIと Peak height は[−, +]，[+, −]，[−, −]にお
いて低下が確認され，両パラメータ間に有意
な相関が認められた(R = 0.66)。また，光合成
速度とPeak heightには有意な強い相関が確認
された(R = 0.96)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5 Changes in net photosynthetic rate, ΦPSII and 
Peak height under various gas conditions. 
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 しかしながら，Peak height をもってしても
[+, −]における光合成速度の上昇を検知する
ことはできなかった。このことは，O2 free と
いう特殊なガス環境下において，熱放散が強
く活性化したためであると考えられた。 
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