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3.a.1 光合成測定としてのクロロフィル蛍光

3.a.1.1 蛍光の一般論

蛍光とは，光を吸収して励起状態となった色素が元の

基底状態に戻る際に，基底状態と励起状態の差に相当す

るエネルギーの一部を光の形で放出する現象である ．

照射した光の光子数（またはエネルギー）に対してどれ

だけの蛍光が放出されるかの比率を蛍光の量子（または

エネルギー）収率という．ある物質が一定の光量子束密

度 I の光を吸収した時の蛍光の強さFはその物質の

蛍光の量子収率をΦFとした時に

F＝I ΦF

として表される．ΦFが一定とみなしうる時にはFを測

定することによって I を求めることが可能なので，蛍

光色素Cy3，Cy5や蛍光タンパク質GFPなどを利用し

た蛍光測定においては，I が蛍光物質の量に比例する

と仮定して，例えばmRNAの量やその他の物質の指標

とする．一方，クロロフィル蛍光の測定においては，I

を一定とみなし，Fを測定することによってクロロフィ

ルのΦFの変化を見積もることにより，光合成系に関す

る情報を得ることになる．なお，文献の中においてF（蛍

光強度）とΦF（蛍光収率）を区別していない場合もある

が，I が一定であるとの前提の下ではFとΦFの挙動

は一致するため，解釈においては通常大きな問題とはな

らない．

3.a.1.2 光合成色素の蛍光

有機溶媒中におけるクロロフィルの蛍光収率は室温で

通常0.3程度である．しかし，植物の葉におけるクロロ

フィルの蛍光収率は0.01-0.003と極めて低い．この差

は，クロロフィルが吸収したエネルギーが光合成に使わ

れる場合には蛍光として放散されるエネルギーの割合が

低下するとして解釈できる．クロロフィル蛍光の強さは

温度依存性を示し，低温になると蛍光強度は増大する．

室温では，光化学系 の蛍光収率は光化学系 に比べて

非常に小さくなり，特に蛍光のうち690nm付近を主に

検出している場合は，光化学系 の蛍光がそのほとんど

を占める．

3.a.1.3 低温蛍光スペクトル測定による光化学系量比

の測定

室温では光化学系 の蛍光は弱く，また二つの光化学

系の蛍光の波長が近いため，両者を区別することは通常

できない．一方，液体窒素温度（－196℃，絶対温度77K）

まで冷却すると，光化学系 のクロロフィルは715-735

nmに蛍光発光を示すのに対して，光化学系 は685nm

と695nmに蛍光発光を示し，これはコアアンテナに由

来する（蛍光測定の章を参照）．光化学系 の場合は，コ

アアンテナ単独では720nmに蛍光極大を示すが，LHCI
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クロロフィル蛍光はその起源となる光化学系の種類や量，そしてエネルギー移動を反映するため，光

化学系の量比やステート遷移に関する情報をそこから得ることができる．また，室温での蛍光測定に

パルス変調測定法を適用することにより，植物の光合成の状態を非破壊的に測定することができる．

この場合，クロロフィル蛍光自体は光化学系 から発光するが，電子伝達の相互作用を通して，系

以外の光合成の状態に関する情報を蛍光から得ることもできる．本稿では，クロロフィル蛍光測定の

原理と，測定結果を定量化する方法，そして結果として得られたパラメーターの解釈の方法について

解説し，さらにパルス変調法の吸収測定への応用についても触れる．

Basics of the Measurements of Photosynthesis by Pulse Amplitude Modulation
 

Kintake Sonoike
 

Recently developed technique of pulse amplitude modulation(PAM)fluorescence measurement is a very effective
 

method to characterize the various aspects of photosynthesis. Principles of the measurements and basic
 

application to the photosynthesis research is summarized.
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を結合した光化学系 では735nmに極大が見られる．

LHCII自体の蛍光極大は680nm付近であるが，光化学

系 のコアアンテナへの励起エネルギー移動は極めて効

率的であるため，葉や細胞などにおいて光化学系 と複

合体を形成している時にはLHCIIの蛍光はほとんど検

出されない．一方，紅藻やシアノバクテリアにおいては，

クロロフィルの蛍光の他にフィコビリンの蛍光が観察さ

れる．LHCIIとは異なり，in vivoでもある程度の蛍光が

見られ，特にクロロフィルへのエネルギー移動が阻害さ

れるような条件では強い蛍光が観察される．液体窒素温

度では，アロフィコシアニンの蛍光が685nmに，フィコ

シアニンの蛍光が660nm付近に観察されることが多

い．

蛍光の収率は各複合体で異なるので蛍光の強さから光

化学系量自体を見積もることはできないが，蛍光スペク

トルの測定により２つの光化学系の相対的な比率を見積

もることは可能となる．また，各光化学系からの蛍光発

光の強さは，その光化学系にエネルギーを渡すアンテナ

のサイズに比例する．従って，ステート遷移のように，

条件によってアンテナサイズが変化するような場合に

は，クロロフィル蛍光の強さに反映されることになる．

これを利用して，例えばステート１からステート２への

遷移が起こっているかどうかを推定することも可能であ

る（次節参照）．

この際，試料のクロロフィル濃度が蛍光スペクトルに

影響を与える場合があることに注意する必要がある．試

料のクロロフィル濃度が高いと，クロロフィルから発光

した蛍光が試料から外へ出る前に別のクロロフィルに

よって吸収される．これを自己吸収という．クロロフィ

ルの赤色部の吸収バンドの波長は670-680nm付近なの

で，その影響は，光化学系 の685nmの蛍光の場合に一

番大きく，次が695nmの蛍光になり，光化学系 の蛍光

に対する影響は一番小さくなる．従って，クロロフィル

濃度が高い試料では光化学系 の蛍光が選択的に吸収さ

れ，見かけ上，光化学系 が少なくなっているように見

える．クロロフィル濃度が異なる試料間でスペクトルを

厳密に比較することはできないと考えた方がよい．液体

試料の場合は，5μg/ml以下のクロロフィル濃度にする

とほぼクロロフィルの自己吸収の影響を避けることがで

きる．クロロフィル蛍光スペクトルは，植物の葉でもそ

のまま測定できる点が利点であるが，葉の場合は局所的

なクロロフィル濃度が極めて高いので，スペクトルを見

ると必ず光化学系 のピークが相対的に非常に大きく

なっている．従って，クロロフィル濃度が異なる葉の間

でスペクトルを比較しても意味がないという点に注意す

る必要がある．

一般的な蛍光光度計でも，液体窒素温度での測定を可

能にするユニットを増設することにより測定が可能にな

るが，機種によっては特注による改造が必要となる．試

料を冷やす方法としては，試料セル自体を液体窒素に浸

す場合と，試料セルの金属部分を一部液体窒素に浸して

熱伝導によって温度を下げる場合の二通りがある．前者

の場合は，測定光の光路が液体窒素の中を通るため，特

に熱の絶縁が不完全な場合，液体窒素の中の泡が測定を

妨害する場合があることに注意する．また，後者の場合

は，冷えた試料セルが空中にでているため，場合によっ

ては霜が付いて測定を妨害する場合があるので注意す

る．蛍光光度計では，測定光の光路と検出する蛍光の光

路が直角になっている場合が多い．液体窒素温度による

測定では試料が凍結するため試料の散乱が大きいので，

試料セルは1mm程度の薄いものを用いる．その際，試

料セルの向きがちょうど測定光と45度の角度に配置さ

れると測定光の反射光が検出器に入ってしまうので，ど

ちらかに少しずらしておくことが望ましい．

光化学系の量比を測定する場合，試料は，５分程度の

暗順応をしてから暗所で凍結するとステート遷移の影響

が避けられ，再現性のある結果が得られる．測定波長は

650nmから770nm程度まででよい．励起光は430nm

付近の青い光を用い，その場合スリット幅は最大で構わ

ない．蛍光を検出する側のスリット幅は2nm程度とす

ることが多い．陸上植物の場合は650nmにおいては蛍

光は通常発光しないので，この波長における信号の強さ

を蛍光のゼロ点としてよいが，紅藻やシアノバクテリア

といったフィコビリンを含む生物では，きちんとバック

グラウンドを測定する必要がある．水やバッファーによ

るバックグラウンドの測定により，励起光の反射などに

起因する迷光などのアーティファクトの存在も確認する

ことができる．ただし，試料が存在する条件では試料の

吸収によって迷光の大きさは減少するので，バックグラ

ウンドを単に引き算することによってアーティファクト

を補正することが困難な場合もある．

光化学系の量比の指標としては685nmの蛍光強度

F685もしくは695nmの蛍光強度F695と735nm（実

際には極大波長を取るのでシアノバクテリアなどでは

725nm）の蛍光強度F735（F725）の比，つまりF735/

F685もしくはF735/F695を用いる．高等植物の場合，

F695に比べてF685の方が条件による変動が少ないた

め，F735/F685を光化学系 ／光化学系 の比の指標

として用いる場合が多い．シアノバクテリアの場合，685

nmの蛍光は，系 のクロロフィル蛍光の他にフィコビ
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リンの蛍光の寄与もあるので，F725/F695を指標とす

る例が多い．いずれにせよ，これらの値は指標に過ぎず，

光化学系 ／光化学系 のモル比を示すわけではないこ

とに注意する必要がある．

3.a.1.4 低温蛍光スペクトルによるステート遷移の

測定

藻類とシアノバクテリアにおいては，ステート遷移が

光合成に与える影響が大きいため，液体窒素温度でクロ

ロフィル蛍光スペクトルを測定することによって容易に

ステート遷移の大きさを見積もることができる．シアノ

バクテリアは原核生物であるため，細胞内の光合成電子

伝達系が呼吸鎖と一部の電子伝達成分を共有している．

また，藻類でも，大きな葉緑体呼吸が見られる．従って，

これらでは，高等植物とは異なり，暗順応した細胞にお

いてプラストキノンプールは還元されてステート２の状

態になっている．一方で，光化学系 の阻害剤である

DCMUを加えて光を照射すれば，光化学系 の働きでプ

ラストキノンプールは酸化されてステート１の状態にな

る．このようにして，細胞を簡単にステート１もしくは

ステート２の状態にすることができるので，5－15分暗

順応した細胞での蛍光スペクトルとDCMUを終濃度10

μM 加え，光を１分ほど照射してそのまま液体窒素で凍

らせて測定した蛍光スペクトルを比較すれば，ステート

遷移を観察することができる．ステート２では光化学系

のアンテナサイズが小さくなっているので，相対的に

光化学系 の蛍光は弱くなり，逆にステート１では光化

学系 の蛍光が弱くなるはずである．２つの状態でクロ

ロフィル蛍光スペクトルに差があればステート遷移が起

こっている，差がなければステート遷移に異常がある，

と結論できる．陸上植物でも理論的には同様な実験が可

能であるが，ステート遷移の蛍光に対する寄与が小さい

ので，２つのステートごとに別々の測定が必要な本方法

では試料間の誤差が生じやすく，正確な測定が難しい．

従って陸上植物の場合は，後述するパルス変調などによ

る蛍光の連続測定中に励起光を変えることにより蛍光強

度の変化を検出することによってステート遷移に関する

情報を得る場合が多い．

3.a.1.5 クロロフィル蛍光の誘導期現象

暗所においた光合成細胞に一定の連続光を照射する

と，その蛍光強度が図1のように複雑に変化することは

19世紀から知られていた ．このような蛍光強度変化を

クロロフィル蛍光の誘導期現象という．実際には，吸収

された光のエネルギーは，光合成に使われ，また蛍光と

して際放出されるだけでなく，さまざまな反応を経て熱

になる分も存在する．吸収された光のエネルギーがどの

ように変化するかは，さまざまな反応の競争の結果決ま

ると考えられる．それぞれの反応の収率を足し合わせた

ものは１になると考えられるので，ある反応の変化は他

の反応の相補的な変化を伴う．光化学反応に伴って蛍光

の収率が減少することを光化学消光（photochemical
 

quenching），熱放散の増大に伴って蛍光の収率が減少す

ることを非光化学消光（nonphotochemical quenching）

という．実際に，クロロフィル蛍光の誘導期現象におい

て，蛍光収率と光合成の速度の間に負の相関があること

は古くから指摘されていた．蛍光の収率自体は，当然の

ことながら熱になる反応の速度によっても左右されるこ

とから，蛍光の誘導期現象が，そのまま光合成速度の変

化を示すわけではない．しかしながら，暗所においた葉

に光合成が飽和するような光をあてて，１秒程度までの

短い時間のクロロフィル蛍光強度の変化を見る場合に

は，その変化は主に光化学消光によると考えられる．そ

して，この蛍光挙動は暗所で酸化されていた光化学系

の電子受容体であるQ が光照射によって還元される過

程によってほぼ説明できる．すなわち，最初にQ が完全

酸化されている状態O（全ての反応中心がopenである

状態）では蛍光強度は最低（F ）であり，Q が還元され

ていくに連れて（closeした反応中心が増えるに連れて）

蛍光強度は増加しやがてPで極大値（F ）に達する．こ

のPで，Q が完全還元されている場合（全ての反応中心

がcloseである場合）は，このF は蛍光の最大値Fmに

等しくなる．蛍光の値はF 以後も，さらに電子伝達や炭

酸固定の活性状態の変化によりS-M -M -Tと複雑な

変化を示す場合が多い（図1）．この変化がどの程度の時

間で引き起こされるかは，照射した光の明るさに依存す

ることもあり，一定ではない．また，研究グループによっ

て，O，P，S，M，Tといった名前の付け方も様々であ

る．

比較的強い励起光を用い，サブミリ秒からの短い時間

図1：暗所に順応させた葉に連続光を照射した時の蛍光強度
変化の例
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スケールにおいて測定したクロロフィル蛍光を時間を対

数にプロットした場合，F からF への変化はQ への

電子伝達速度とQ からQ 以降への電子伝達速度の釣

り合いを反映するため，複数の変曲点を持つ複雑な挙動

を示す（図2）．２つの変曲点（Jと I，場合によって I と

I と記述する）を含めた誘導期現象（O-J-I-P）による光

合成状態の解析は，Hansatech Instrument社のPlant
 

Efficiency Analyzerによって簡便に行なうことができ，

その方法論は JIPテストとしてStrasserらによって定

式化されている ．Strasserらによって考案されたさま

ざまなパラメーターは，植物の光合成状態の変化を簡便

にスクリーニングする方法として有用であるが，その変

化の原因を特定することは通常難しい．

Q からQ への電子伝達をDCMUの添加により阻害

した場合には，Q の還元速度だけによって蛍光挙動が決

まるため，誘導期現象の立ち上がりは極めて速くなり，

またより単純になる（図3，赤の線で示した変化）．実際

には，単一の反応速度でこの蛍光の立ち上がりを記述す

ることはできないが，それは，アンテナサイズの異なる

２種類の光化学系（αセンター，βセンター）が存在する

ことにより，Q の還元速度が均一ではないことによる．

Q が時間と共に還元される量は図3の光照射開始から

ある時間までの水色の部分の面積として計算しうるた

め，この面積の時間変化を解析することにより，アンテ

ナサイズの解析などを行なうことができる．

このように，Q の酸化還元を反映する光化学消光だけ

でもさまざまな因子の影響を受けるのに加え，キサント

フィルサイクルなどのエネルギーを熱として放散する反

応を反映する非光化学消光もクロロフィル蛍光に影響を

与えるため，クロロフィル蛍光挙動の解釈には常に困難

がつきまとう．これを解決するためには，3.a.2.2節で述

べるように飽和パルス光の導入などにより，要因の切り

分けを行なう必要がある．

3.a.1.6 ポンプ＆プローブ法

蛍光の測定においては，色素を励起するための測定光

を試料に当てる必要があるが，従来の方法では，測定光

に弱い連続光を使用し，この連続光が光合成を駆動する

励起光の役割も果たす．これに対してポンプ＆プローブ

法では，この測定光に短く強いパルス光を用い，光合成

の励起には別の光源（閃光またはパルス光のことが多い）

を用いる．ポンプ＆プローブの「ポンプ」とは，光合成

の励起に用いる最初の閃光照射のことで，「プローブ」は

その後のパルス光による測定のことを指す．通常の連続

光による蛍光測定の場合は，測定光による励起効果が無

視できないが，このようなパルス光を用いた場合は，パ

ルスの持続時間を短くすれば，パルス強度を強くしても，

時間平均したときの光の強さは連続光に比べてきわめて

小さくなる．従って，ポンプ＆プローブ法では，(1)事実

上励起効果を持たない（見かけ上暗所での）蛍光測定が

可能になる，(2)測定パルス光の強度を上げることができ

るため感度のよい蛍光測定が可能になる，という２つの

利点がある．このような利点を持つポンプ＆プローブ法

は，(1)測定光が励起作用を持つと測定が困難となる，閃

光照射後の蛍光時間変化の追跡，(2)きわめて希薄な溶液

（例えば海水そのもの）の蛍光測定などの感度を要求され

る測定，といった場合に用いられる．

通常，ポンプ＆プローブ法では，まず，光化学系 を

還元する閃光を照射する（図4）．この閃光によりQ はま

ず還元され，次いで再酸化されるという時間変化を示し，

それによって蛍光の収率変化が引き起こされる．この際，

最初の閃光照射（t0）からある一定時間後（t0＋Δt）に測

定パルス光を照射して蛍光を測定する．このΔtを変化

させて繰り返し測定を行うことにより，蛍光の時間変化，

つまりQ の酸化還元状態の時間変化を知ることができ

図2：暗所に順応させた葉に飽和光を照射した時のサブミリ
秒からの蛍光強度変化を対数目盛で示した例

図3：DCMUで処理したチラコイド膜に連続光を照射した
時の蛍光強度変化の例
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る．閃光照射後の蛍光の立ち上がり（Q の還元）速度は，

光化学系 のアンテナサイズに依存するので，この立ち

上がり速度からアンテナサイズに関する情報を得ること

ができる．また，Q の再酸化は，Q への電子伝達によっ

て起こるので，図5のように光化学系を１回だけ励起す

るシングルターンオーバーフラッシュ後の蛍光の減衰の

初期速度を見ることによってQ からQ への電子伝達

速度を見積もることができる．特に後者のような情報は，

原理的に定常光による蛍光測定では難しく，ポンプ＆プ

ローブ法の利点がもっとも良く生かされる測定例であ

る．Waltz社のキセノンPAM 蛍光測定装置において

は，このような測定原理により高感度の測定が可能と

なっている．測定パルスの励起効果を最低限に抑えるた

めに，通常は１回の励起閃光後の測定で測定パルスは１

回しか用いないが，測定パルスの励起効果が無視できる

ときは，閃光照射後に測定パルスを複数回当てることに

より，１回の測定のみで時間変化を求めることもできる．

Photon System Instruments社の二重変調蛍光測定装

置においては，この方法がとられている．

特殊な応用例として，蛍光カメラによる２次元蛍光画

像時間分解解析が上げられる．蛍光をCCDカメラに

よって捉えて画像として解析する際に，測定パルスと同

期させてシャッターを切ることにより，上記のパルス＆

プローブ的な効果を得ることができる．この場合，測定

パルスとは別に，光合成を励起させるための定常光を当

てることにより，蛍光の誘導期現象を２次元画像で捉え

ることが可能となる（蛍光イメージングの節3.dを参

照）．

3.a.2 パルス変調蛍光測定

3.a.2.1 パルス変調蛍光測定

PAM という言葉はPulse Amplitude Modulation（パ

ルス変調）に由来し，この後半のAmplitude Modulation

はラジオで使うAM と同じである．AM ラジオでは，放

送局によって決まった周波数のラジオ波を信号に用い，

音の強弱を波の振幅の大小に変換して送る．ラジオを聞

く人が自分の聞きたい放送局の放送だけを聞くことがで

きるのは，さまざまな周波数のラジオ波のうち特定の（自

分の聞きたい放送局の）周波数の信号だけを増幅してい

るためである．ある周波数成分に信号を載せて送れば，

それ以外に他の信号が飛び交っていても，それらの信号

が別の周波数成分である限り無視することができる．パ

ルス変調蛍光測定（PAM）においては，この変調の技術

を利用してノイズを減らすと共に，以下に述べるような

さまざまな光源を用いた測定が可能となっている．

従来の弱い連続光を使う蛍光測定では，測定光が励起

光の役割も兼ねていた．この場合，連続光の強さが弱い

と（図6，赤の線で示した変化）蛍光の最大値Fmを求め

ることができない一方，光が強くなると（図6，青い線で

示した変化）蛍光の立ち上がりが速くなり，F を正確に

求めることが困難となる．蛍光測定におけるパルス変調

とは，この測定光を，短い繰り返しパルス光で行い（図

7A），試料からの発光のうち，測定パルス光の繰り返し

周期と同じ蛍光成分だけを増幅して測定値とする（図

7B）．この方法は，測定にパルス光を用いる点では上述

図4：ポンプ＆プローブ法による蛍光収率の測定

図5：蛍光によるQ からQ への電子伝達速度の測定例
図6：連続光照射によるクロロフィル蛍光測定の問題点
（赤：励起光が弱い場合，青：励起光が強い場合）
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のポンプ＆プローブ測定と似ているが，一定の周波数（実

際には1kHz～100kHz）の信号だけを増幅する点が大

きく異なる．このような測定方法は，２つの大きな利点

をもたらす．１つ目は，ポンプ＆プローブ法と同様，測

定パルス光の強度をある程度強くしても，パルスの幅を

非常に短くすれば，時間平均したときの光の強さを連続

光を使用したときに比べて，非常に小さく抑えることが

できる点である．つまり，適切なパルス強度と周波数を

選べば，測定光による光合成系の励起は無視できるくら

いに小さくなり，暗所での蛍光F を正確に測ることが

できる（図8）．さらに，変調という方法の特性上，繰り

返し周期を持たない光による蛍光は増幅されないので，

他の光が当たっている状態でも測定が可能になる．図7

に示すように，ベースラインのドリフトや迷光があって

も，それらは繰り返し周期を持たないので，（測定光の周

波数と同じ周波数を持つノイズでない限り）信号として

は現れないので，非常に安定した感度での測定が可能で

あり，生葉などでも充分な測定結果を得ることが可能で

ある．同様に外部から連続的な励起光や単発のパルス光

を与えた場合も，励起光自体による蛍光は増幅されない

（図7B）．検出されるのは，励起光による蛍光収率の変化

のみとなる．つまり，必要であれば，野外で自然光が当

たっている条件での蛍光の収率をも測定することができ

る．ただし，ポンプ＆プローブ法に比べると測定パルス

の照射回数が非常に多くなるため，励起効果を避けるた

めには１回のパルス強度は小さくせざるを得ず，一般的

に，絶対的な感度はポンプ＆プローブ法よりも低くなる．

3.a.2.2 飽和パルス光の導入

前節で述べた測定パルス光に加えて，パルス変調蛍光

測定においては，もう一種類，飽和パルス光と呼ばれる

光源が測定に用いられる．クロロフィル蛍光挙動の解釈

を困難にしている１つの原因は，Q の酸化還元（光化学

消光）と熱放散系の変化（非光化学消光）という２つの

要因が共に蛍光を変化させる点にある．しかし，20ns程

度で起こるQ の還元に対して，熱放散系の変化はずっ

と遅い．従って，光合成を飽和させるような短いパルス

光を与えることにより，熱放散の状態は変化させずにQ

だけを還元することができる．飽和パルス光照射前の蛍

光収率と照射中の蛍光収率の差は，Q の還元を反映する

はずである．一方，この飽和パルス光照射中の蛍光収率

は熱放散による影響を主に反映する．このようにして，

飽和光を導入することにより，蛍光挙動に影響を与える

２つの要因を分離することができる．このようにパルス

変調に飽和パルス光を組み合わせることにより光化学消

光と非光化学消光を区別して見積もる測定方法をクエン

チング測定という．前項で説明したように，パルス変調

法によって始めて，飽和パルス光によって引き起こされ

る蛍光収率の変化を飽和パルス光が励起光となって生じ

る蛍光の変化から分離できる．飽和パルス光を導入した

クエンチング解析はパルス変調法の利点を最大限生かし

た手法であると言える．

3.a.2.3 一般的なクエンチング測定

暗順応させた植物の葉をパルス変調蛍光測定装置によ

る測定する例を以下に紹介する（図9）．測定パルスの照

射を開始すると蛍光はF レベルまで上がる．前述した

図7：パルス変調法による蛍光測定の原理（A：光検知部位で
の蛍光強度，B：取り出された変調シグナルの大きさ）

図8：パルス変調によるF の測定

図9：パルス変調法への飽和パルスの導入
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ように，測定パルス光の時間平均した強さは非常に弱い

ので，そのままでは蛍光はF レベルのまま変化しない．

そこへ，飽和パルス光をあてるとQ が一時的に還元さ

れて蛍光は最大レベルのFmにまで上昇する．パルス変

調の場合，この蛍光レベルの上昇は，飽和パルスが励起

した色素からの蛍光が加わるためではなく，飽和パルス

によってQ が還元されて蛍光の収率が上がったことに

よる間接的な影響が現れるためである．一般的にパルス

変調測定方法においては，蛍光の収率の変化を測定して

いると考えてよい．飽和パルス光は通常10－20秒間隔で

あて続けることが多い．次に光合成を駆動する励起光の

照射を開始する．これは連続光なので，やはり励起光に

よる直接の蛍光は観察されず，励起光により蛍光の収率

が変化した間接的な結果として蛍光収率の変化が見られ

る．蛍光レベルは光化学消光と非光化学消光の２つの要

因により変化しながら最終的に一定の値Fs（Fという場

合もある）に落ち着く．一方，この間，飽和パルス光が

あたっている時にはQ は完全に還元されるので，その

時の蛍光強度Fm’は非光化学消光の影響だけを受ける

ことになる．つまり，Fm’の値をつないだ線の変化は，

非光化学消光の変化を示すことになる．励起光を停止す

ると，Q の酸化により蛍光は減少するが，その時の蛍光

の最小レベルF ’は最初のF レベルより小さくなる場

合がある．これは，励起光停止後，Q の再酸化は速やか

に起こるのに対し，非光化学消光の解消は遅いため，非

光化学消光により蛍光強度がF レベルよりもさらに減

少することによる．

この測定によって得られるそれぞれの時点における蛍

光の強度（F ，Fm，Fm’，Fs，F ’）から蛍光パラメー

ターを計算することにより光合成の状態を知ることがで

きる．パラメーターの意味及び計算方法は次節に譲り，

ここでは，実際の測定にあたっての注意点について述べ

る．

a）暗順応の時間

測定前の暗順応の時間は，測定が何を目的としている

かによって異なる．もし，電子伝達の量子収率Φ のみを

知りたいのなら，パラメーターの算出にはFmやF は

必要ないので，そもそも暗順応をする必要はない．場合

によっては，励起光すら必要でなく，栽培・培養してい

る所へ，単にパルス変調測定装置のグラスファイバーを

近づけて測定すれば生育光強度でのΦ は求まる．次に，

短時間のストレス処理などをした後の光合成効率の変化

などを知りたいときには，暗順応は５分程度で測定する

ことになる．当然ながらストレスの影響は処理終了後，

徐々に小さくなるので，あまり長く暗順応を行なうと，

結局処理の効果を見ることができない．逆にその植物の

葉の最大の能力を知りたいときには，非光化学消光など

がほぼ解消すると思われる30分以上の暗順応をするこ

とが望ましい．ただ，冬季の樹木の葉などでは，日中の

低温光ストレスによる光合成効率の低下が，夜の間に完

全には回復せず朝まで残る例なども報告されており，30

分おけば最大能力が求まるとは断言できない．

b）励起光照射の時間

励起光の照射を開始したあとには，一時的な蛍光収率

の変動があり，通常は数分でその変動がFsに落ち着く

（定常状態になる）ので，そこで励起光を停止してF ’を

測定する．しかし，場合によっては，だらだらと蛍光収

率が（たいていは低い方へ）変化し続けるような場合も

ある．特に，光阻害に弱い変異体を生育光と異なる光環

境においた場合など，なかなか定常状態にならない場合

がある．光阻害が時間によって進行するような場合は数

時間蛍光強度が変化し続ける場合もあるので，基本的に

は大きな変動が落ち着いた状態を準定常状態と考えて励

起光を打ち切ることになる．また，一定値になるのを待っ

ているとF より蛍光が小さくなってしまう場合もあ

る．これは，シロイヌナズナの変異体などにおいてはし

ばしば見られ，非光化学消光が非常に強く誘導されるこ

とが原因であると考えられる．この場合には，Fsが一定

の値に落ち着くのであれば，F よりも値が小さくなるこ

と自体は問題ない．いずれの場合においても，励起光を

止めた後に，再び元のF のレベルに戻るかどうかが一

つの判断の目安となる．F レベルに戻らない場合は，不

可逆的な阻害が進行していると考えられ，より励起光を

弱くするなどの対策が必要となる．

c）F ’の測定

上述のように，強い励起光照射下ではF 自体も非光

化学消光にによってF ’まで低下する．このF ’のレベ

ルを求めるためには，非光化学消光が減衰しないうちに

Q の再酸化が完了する（光化学消光が０になる）必要が

ある．光化学系 の下流に何らかの阻害が見られる場合

などは，励起光を消すと同時に光化学系 に選択的に吸

収される700nm以上の光を照射してQ の速い再酸化

を保証する必要がある．ただし，藻類やシアノバクテリ

アにおいては，第５章で述べるように暗順応した状態で，

既に蛍光の消光が見られるため，F ’のレベルがF レベ

ルよりも高くなる場合が多い．陸上植物においても，F ’

レベルの測定をきちんと行なうことはそれほど容易では

なく，励起光が弱い場合などにおいてはF ’レベルがF

レベルより大きくなる場合もあり，パラメーターの計算

において，F で代用する場合もある．また，F ’を実測
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せず，

F ’＝F / Fv/Fm＋ F /Fm’ (1)

という式を用いて，計算で求める方法も提案されてい

る ．

この他の測定機器の設定項目の調整については3.a.4

で述べる．

3.a.3 クエンチング測定結果の定量化と解釈

3.a.3.1 qN とNPQ

上述のように，蛍光の誘導期現象を引き起こす原因は，

光化学消光と非光化学消光にわけて考えることができる

ので，それぞれを分離して定量化することが必要となる．

蛍光の強度自体は励起光の強さ，試料中のクロロフィル

濃度などによって変化してしまうので，他の試料・条件

と比較することはできない．そこで，相対値の形をとる

ことになる．

暗順応した葉の蛍光の収率は，Q の酸化還元に依存し

て，値がF からFmまで変化する．ここにある一定の励

起光があたると，非光化学消光が増大することにより，

蛍光の値は，Q が完全に還元しているときはFmから

Fm’へ，完全に酸化しているときは，F からF ’へ低下

する．また，FmとF の差であるFvはFv’へと低下す

る．そこで，ある励起光照射によって，どれだけ蛍光収

率が低下するかをqNという以下のようなパラメーター

を使って表す．

qN＝1－ Fm’－F ’/Fm－F ＝1－Fv’/Fv (2)

この qNは非光化学消光の指標となる．消光（quench-

ing）とは蛍光収率が減少することで，この計算式では，

熱になる反応が大きいときに消光のパラメーターが大き

くなるように，１から引き算をしている．暗所では，Fv’＝

FvなのでqNは０になる（高等植物の場合，シアノバク

テリアの場合は3.a.5を参照）．一方，消光が最大限に

なってFm’＝F ’(Fv’＝0）となる時，qNは１になる．つ

まり，qNは非光化学消光の大きさに依存して，０から１

の値を取る．単に消光を定量化するだけなら1－Fm’/

Fmでも1－F ’/F でもよいが，その場合，Fm’やF ’は

０にはならないので，定量化した値は１までは大きくな

らない．Fvを使うと（実際に実現するかどうかは別とし

て）理論的にはqN＝1－Fv’/Fvは１になりうる．

非光化学消光の主な原因は，１)チラコイド膜のプロ

トン濃度勾配ができたときのキサントフィルサイクルな

どによる過剰エネルギー消去，２)アンテナ複合体の反

応中心間の移動（ステート遷移）による蛍光収率の減少，

３)光化学系 の光阻害による蛍光収率の減少が主なも

ので，高等植物においては，プロトン濃度勾配によって

誘導されるキサントフィルサイクルの寄与が大きい（図

10）．この３つの成分を区別して測定する方法が，Quick
 

and Stittによって提案されている ．励起光を切ったあ

との非光化学消光の解消を考えた場合，プロトンの濃度

勾配は，ATPaseを通したプロトンの流出により数十秒

の時間スケールで解消する一方，ステート遷移は10分程

度で起こり，光阻害の修復には通常数十分の時間を必要

とする．従って，これらの３つの要因は，励起光を消し

た後のqNの低下（Fm’の上昇）の時間経過を観察すれ

ば区別することができることになる．励起光を消したあ

とも飽和パルス光を当て続け，その飽和パルス光による

蛍光の変化を観察していき，それぞれの時点のFm’の大

きさから図11のようにa，b，cなどを求めると，Quick
 

and Stittの計算式では，

q＝1－a/c (3)

q ＝1－c/d (4)

q＝1－d/e (5)

として，蛍光消光のうち早く減衰する成分 f，中間の成分

m，遅い成分 sを分けることができる．これらの数値は，

図10：非光化学消光の概念図 図11：非光化学消光の解析例
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qN＝1－a/e (6)

であることを考えると，全体の非光化学消光qNと

1－qN＝ 1－q 1－q 1－q) (7)

という関係で結びつけられる．つまり各成分の積で全体

が表されることになる．そしてこれらの成分は，阻害剤

を使った実験などに基づき，それぞれプロトン濃度勾配

による項qE，ステート遷移による項qT，光阻害による

項qIに相当すると解釈される．

さて，これだけだと簡単そうで，実際にあまり考慮を

払うことなくこの方法を適用している論文も見られる

が，実際には，３つの成分がきちんと分かれる条件は，

植物によっても異なることが報告されている．考えるべ

き条件としては，飽和パルス光の間隔と強さがある．飽

和パルス光の間隔については，オオムギの葉では100秒

以上の間隔をあければ，非光化学消光の緩和が妨害され

ないと報告されている．飽和パルス光の強さについては，

非光化学消光が強く誘導されている条件では，光捕集効

率が当然低下しているので，より強い光が飽和に必要と

なる．オオムギの葉の場合は，励起光を切って５秒後の

時点では，3,400μmol/m/sの光でもまだ飽和しないと

いう報告がある．励起光を切って30秒以上すれば2,100

μmol/m/sの光で飽和するとのことなので，30秒以後

のデータだけを用いれば問題ないと思われる．

qNのかわりにNPQというパラメーターを非光化学

消光の指標として用いる場合もある．qNは，その計算式

の中に，F ’を含むために，きちんと計算しようとすると

励起光を一旦消して測定を行なう必要があり，連続的な

測定ができない．そこで，

NPQ＝ Fm－Fm’/Fm’ (8)

というパラメーターが考案された．これならば，最初に

暗所でFmを測っておけば，あとは，連続的にFm’を測

定していくだけで，パラメーターを計算できる．また，

このパラメーターは，どれだけFmが励起光によって消

光されてFm’になったかを，相対的に示すものなので，

直感的にも理解しやすい．このパラメーターは，分母が

FmではなくFm’になっているので，１以上の値を取る

こともある．qNもNPQも厳密な理論的バックグラウ

ンドがあるものではなく，経験的なものである．従って，

実用的に使いやすい方を使えばよいと考えて構わない．

一般に，弱光領域ではqNの方が大きく変化するので，弱

光領域での非光化学消光の変化を敏感に捉えたいときは

qNがよい．一方，qNは強光領域では飽和するので，強

光領域も含めた広い領域の変化を捉えたいときはNPQ

の方がよいだろう．また，NPQは，FからF’への蛍光の

消光に関するStern-Volmerの関係

F/F’＝1－kτQ (9)

がFmにおいて成り立つとした時のkτQ に相当する

ので，消光物質の濃度 Q と比例関係にあると考えられ

る（kは消光の速度定数，τは蛍光寿命）．そのため，非

光化学消光の原因となるキサントフィルの脱エポキシ化

の程度や，非光化学消光を起こす物質の濃度，非光化学

消光の反応速度などとの相関はNPQの方が高いとされ

る．キサントフィルサイクルや非光化学消光との定量的

な関連づけを行いたいときはNPQの方が適切である．

3.a.3.2 qP と qL，q

次に，光化学消光の定量化を考える．光化学消光にお

いては，Q の還元に伴って蛍光収率が増大すると考える

（図12）．ある一定の励起光があたっているときは，非光

化学消光によって蛍光の収率は変化し，Q が完全に酸化

もしくは完全に還元されている時の蛍光強度は，それぞ

れF ’およびFm’になる．励起光のもとでの定常状態に

なったときの蛍光Fsを考えた場合，その時のQ の酸化

還元状態に応じてFsはF ’とFm’の間の値を取るはず

である．そこで，F ’とFm’の差を１としてFsを標準化

した値をqPとすると

qP＝ Fm’－Fs/Fm’－F ’ (10)

となる．Q が完全に還元されたときはFs＝Fm’となる

のでqPは０に，完全に酸化されたときはFs＝F ’とな

るのでqPは１となる．つまり，qPは，Q の酸化還元状

態に応じて０から１の値を取ることになる．

このパラメータは，当初，蛍光強度がQ の酸化還元状

態を反映するという経験的な事実に基づいて考案された

が，光化学系 が複合体間でエネルギー移動を行なわな

いというモデル（puddle model）を前提にした場合には，

図12：光化学消光の概念図
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理論的に上式を導き出せることが示されている．しかし

ながら，実際の光化学系 においては，複合体間のエネ

ルギー移動が認められる．光化学系 がアンテナを全て

共有しているとするモデル（lake model）をもとに考案

されたパラメーターqLは

qL＝ F ’/Fs Fm’－Fs/Fm’－F ’
＝ F ’/Fs qP

(11)

となり ，qPと qLの間には直線関係はない．lakeモデ

ルとpuddleモデルの中間の状態をモデル化したcon-

nected unitモデルでは，光化学系 の複合体間にある一

定の確率でエネルギー移動が起こると仮定する．そこか

ら導き出されるパラメーターq は，エネルギー移動の

確率をpとした時に

q ＝ Fm’－Fs/ Fs－F ’p/1－p
＋Fm’－F ’

(12)

として表すことができる ．当然のことながら，p＝0で

は q は qPに一致する．陸上植物ではp＝0.6程度であ

るとの報告があり，その場合，q は qPよりはqLに近

い値を示す．

従って，一般的にもっともよく使用される光化学消光

のパラメーターであるqPは，Q の酸化還元状態との直

線性という観点からすると，必ずしも適切ではないと考

えることができる．ただし，多くのクロロフィル蛍光測

定においては，Q の酸化還元状態との直線性よりも過去

の文献の値との比較の方が重要である場合が多く，その

意味では過去の蓄積の多いqPの有用性は高い．

3.a.3.3 Fv/FmとFv’/Fm’

次にもっとも有名なパラメータといってもよいFv/

Fmを考える．このパラメーターは，Kitajima and But-

lerによって最初に提出されたもので ，極めて簡単な前

提から導出することができる．吸収した光エネルギーが，

１）蛍光になる，２）光合成に使われる，３）熱になる，

４）それ以外の方法で消光される，という４つの運命の

どれかをたどると考え，それらの反応がk ，k ，k ，k

という反応速度定数を持って競争しているとする．その

場合，蛍光の収率は

Φ＝k /k ＋k ＋k ＋k (13)

となる．つまり，どれだけが蛍光になるかは全体の反応

速度の中で，蛍光の反応速度がどれだけ速いかによって

決まると考える．ここで，蛍光の収率と光合成の収率の

関係を他の条件（k ，k ）が変化しないとして考えた場

合，光合成が働かない時（k ＝0）に蛍光の収率Φ は最

大値Φ を取るはずである．一方，光合成速度が最大の

時（k ＝k ），蛍光の収率は最小値Φ を取る．ここで，

今度は光合成の収率Φ の最大値Φ を考えると

Φ ＝k /k ＋k ＋k ＋k (14)

となる．さて，Fm，F あるいはFvはある時点での蛍光

の強さを示すが，比のかたちであれば蛍光の収率に置き

換えることもできるので，

Fv/Fm＝ Fm－F /Fm＝ Φ －Φ /Φ (15)

ここに，先ほどの式をk の値（０またはk ）を考えな

がら代入すると

Fv/Fm＝ k /k ＋k ＋k －k /k ＋k
＋k ＋k /k /k ＋k ＋k

(16)

分子と分母に k ＋k ＋k /k をかけ算すると

Fv/Fm＝1－ k ＋k ＋k /k ＋k ＋k ＋k (17)

これを変形すると

Fv/Fm＝k /k ＋k ＋k ＋k (18)

となるが，これは結局先ほどの式の右辺が同じなので

Fv/Fm＝Φ (19)

が導け，Fv/Fmが光合成の最大収率を示すことになる．

この式の前提では2.2で説明した lakeモデルが使われ

ているが，この場合はpuddleモデルを用いても全く同

じ結果になる．

このFv/Fmは暗順応した葉に飽和パルス光をあてる

だけで求まる（図13）ので測定が極めて簡便であり，広

く使われている．高等植物では，最適条件で0.8-0.83の

値が得られ，測定の再現性も高い．酸素発生の量子収率

（１光子あたり何分子の酸素が発生するか）は最適条件

で，0.106という報告がある．８光子で１分子の酸素が発

生し得ることを考えると理論上の収率は0.125になるは

ずであり，ここから予想される光合成の量子収率は

図13：Fv/Fmの測定例
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0.106/0.125＝0.85となってFv/Fmの実測値とほぼ一

致する．

3.a.1.5で述べたように，クロロフィル蛍光の収率変

化は光化学系 において起こり，F からFmへの変化が

Q の還元に伴って誘導されることを考えると，このFv/

Fmというパラメータは光化学系 におけるP680と

Q の間の電荷分離の量子収率を反映する．従って，Q か

らQ への電子伝達が何らかの要因（例えばDCMUの添

加など）で阻害された場合でも，理想的な条件下ではFv/

Fmは変化しないはずである．しかし，実際には，Q か

らQ への電子伝達が阻害された条件では，微弱な光に

よってもQ の還元型の蓄積が起こるため，測定光パル

スによるF の上昇が見られ，結果的に見かけ上のFv/

Fmの低下が見られる．同様に，マンガンクラスターから

Zまでの酸素発生系が阻害された場合にも，飽和パルス

光をあてている間の電子伝達が不十分になることから

Q の還元が不十分になってFmが低下し，結果として

見かけ上Fv/Fmが低下する．従って，Fv/Fmは光化学

系 のさまざまな収率低下を反映することになり，スト

レス応答研究などにおいて光化学系 の機能低下の指標

として広く使われている．

Fv/Fmは暗所においてQ が完全に酸化している条

件での量子収率であるが，光が当たっている状態では，

Q が部分的に還元され，同時に非光化学消光も誘導され

る．そのような条件でのQ が酸化されている（openな）

光化学系 の量子収率をFv’/Fm’として考えることが

できる．Fv/Fmが理論的に導出しうるものであるのに

対して，Fv’/Fm’は半ば経験的なパラメーターであると

考えた方がよい．それでも，Fv’/Fm’の振る舞いはqPと

組み合わせることにより，次に述べるように極めて効果

的に光合成の電子伝達の量子収率を記述することができ

る．

3.a.3.4 Φ とETR

前述のように，ある一定の光が当たっている状態での，

Q が酸化された状態の（openな）系 の量子収率が

Fv’/Fm’であるが，同じ条件で，Q が還元された（close

な）系 においては光化学反応は進行しないので，その

量子収率は０として考えることができる．この場合，Q

が酸化された光化学系 の割合をqPとすれば，系 を

通る電子伝達の実効量子収率は，qPとFv’/Fm’の積と

なるはずである．このパラメーターをΦ（Φ もしくは

Yieldと表記されている場合もある）と呼ぶ．このΦ は，

Φ＝qP Fv’/Fm’

＝ Fm’－Fs/Fm’－Fo’ Fv’/Fm’

＝ Fm’－Fs/Fm’

(20)

と変形できるので，ある時点における蛍光Fsとその時

点で飽和パルス光をあてた時の蛍光Fm’の２つの値が

あれば求まる．このように，極めて簡便に測定できるパ

ラメーターでありながら，この値は実際に別の方法で求

めた電子伝達の量子収率と非常によい相関があることが

確かめられている ．

ここで，１つ注意しなくてはならないのは，このΦ は

光化学系 を通る電子伝達の量子収率ではあるとはい

え，その値が光化学系 以外の要因によっても左右され

ることである．Φ のうちFv’/Fm’の部分は光化学系

の状態によって決定するが，qPは，シトクロム b/f複合

体であれ，光化学系 であれ，炭酸固定系であれ，光化

学系 の下流に存在するコンポーネントが機能を失った

場合は小さくなり，結果としてΦ も小さくなる．従っ

て，何らかの条件または処理で，電子伝達の量子収率Φ

が減少していた場合，その原因がqPにあるのか，Fv’/

Fm’にあるのかを分けて考えてみれば，原因が光化学系

の下流にあるのか，光化学系 自体にあるのかを見極

めることができる．Fv’/Fm’が低下していた場合にFv/

Fmが低下していれば，光化学系 の最大量子収率自体

が低下していることになり，そうでなければ，励起光を

つけたときに光化学系 の量子収率を低下させる何らか

のメカニズムが働いていることになる．後者であれば，

熱になる反応の量子収率が高くなる場合が多いので，通

常，qN（NPQ）の上昇が観察される．このようにして，

光合成の低下の原因を切り分けることが可能である．

なお，このΦ に関しては，光化学系 のエネルギー移

動モデルから導出可能であり，しかも，lakeモデルでも

puddleモデルでも同じ結果を与える．このことは，qPが

puddleモデルからのみ示されることを考えると，Fv’/

Fm’がqPと同様モデル依存的であることを示す．従っ

て，Q の酸化還元状態（光化学消光）の指標としてqLを

用いる場合は，Fv’/Fm’の代わりに Fs/F ’Fv’/Fm’を

考える必要がある．

さて，Φ は電子伝達の量子収率なので，これに吸収さ

れた光量子数をかければ，電子伝達の速度（ETRと略称）

が求まるはずである．あたっている光量子数はすぐに測

定でるが，吸収された光量子数の実測は簡単でないため，

蛍光測定機器についているプログラムでは，照射光量子

数に葉の吸収係数として0.84をかけて吸収された光量

子数としている場合が多い．実際の葉の吸収係数は植物

種によっても葉によっても異なるので，このようにして

求められるETRは便宜的なものであることに注意しな

ければならない．さらに，光化学系は光化学系 と光化

学系 が直列に電子伝達を行なうので，吸収された光の
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うちどれだけが光化学系 に分配されるかによって電子

伝達速度の見積は異なることになる．一般的に，反応中

心あたりのアンテナクロロフィルの数は，高等植物にお

いては光化学系 ，系 ともに200程度なので，光化学

系 と光化学系 はほぼ1：1に光を吸収すると考え，

ETR＝Φ PAR 0.840.5 (21)

として計算している例が多い．ここでPARというのは

光合成有効放射Photosynthetically active radiationの

略で，クロロフィルが吸収できる範囲の波長の面積時間

あたりの光量子数である（単位はmol m s ）．

このようにして計算したETRは，必ずしも炭酸固定

速度の実測値と一致しない．これは，上記の前提（葉の

吸収係数や光化学系間のエネルギー分配比）が正確では

ないことにも由来するが，電子伝達によって作られた還

元力のうちに炭酸固定に使われない部分があることも大

きな要因となる．この点については，本書の光合成とク

ロロフィル蛍光の同時測定の項で述べられている．

なお，ETRの推定は，照射光量子密度が高い領域では

収率Φ が小さくなるため誤差を多く含むようになる．

一方で，照射光量子密度の測定自体は比較的小さい値で

も誤差が少ないので，一般的にETRの相対的な誤差は

照射光量子密度が低い領域でも比較的小さい．これは，

ガス交換による光合成速度の見積などの場合と逆である

ので注意が必要である．

3.a.3.5 その他のパラメーター

上記の一般的なパラメーターの他に，吸収した光エネ

ルギーの行方という観点からいくつかのパラメーターが

提案されている．そのうちの一つ，Excessというパラ

メーターの考え方においては，吸収したエネルギーを，

反応中心に伝えられる前にLHCII内でキサントフィル

サイクルなどで消去される部分と，反応中心に伝えられ

る部分に分け，この割合は，反応中心がcloseであるか

openであるかによらないとする．つまり，openな反応中

心では反応中心にエネルギーが伝わる収率がFv’/Fm’

であるが，これがcloseな反応中心でも成り立つとする．

逆に言うと，1－Fv’/Fm’がLHCII内で安全に消去され

たエネルギーとなる．残ったFv’/Fm’が反応中心へと伝

えられ，このうち反応中心がopenなものでは，電子伝達

にエネルギーが使われるので，電子伝達の収率は前項で

述べたようにqP Fv’/Fm’になる．一方，残りのclose

な反応中心にいったエネルギーを

D＝ 1－qP Fv’/Fm’ (22)

と定義し，光化学反応にも使われず，かつキサントフィ

ルサイクルなどによって安全に消去されることもなかっ

た「過剰な」エネルギーとしてExcessと呼ぶ ．実際に

Dの大きさは光阻害の速度とよい相関を持つことが

Katoらによって報告されている ．

一方，光阻害は光化学反応の結果生じるものであり，

「過剰な」エネルギーによって説明されるべきではないと

する考え方もある．その場合，吸収されたエネルギーは，

1)光化学反応に使われる割合Φ，2)光によって誘導

される熱放散系によって熱になる割合Φ ，3)熱また

は蛍光になる定常的な割合Φ ，のどこかへ使われるこ

とになる．これを lakeモデルから導くと，

Φ ＝Fs/Fm’－Fs/Fm (23)

Φ ＝Fs/Fm (24)

となり，これらにΦ＝1－Fs/Fm’を足した合計は１と

なる ．ほぼ同じ意味を持つパラメーターΦ とΦ

がもう少し複雑な形式で定義されている ．

3.a.4 パルス変調クロロフィル蛍光の測定条

件

3.a.4.1 測定光の設定

パルス変調における測定光は，通常１マイクロ秒程度

の長さのパルス光である．Waltzの PAM システムで

は，650nm付近に発光極大があるLEDが測定光に使わ

れ，周波数，強度を最大に設定したときの平均光量子密

度は10μmol m s 程度である．パルス変調による蛍光

測定の眼目の１つは，測定光による光合成の励起がほと

んどなくすことができる点であるが，設定がいい加減な

場合，これが実現しない場合がある．光合成系が励起さ

れているかどうかは，測定パルス光をonにしたのちに，

蛍光強度が変化していないかどうかでチェックできる．

測定パルス光はきわめて短い時間（Walzの PAM シス

テムの場合100μ秒以下）で安定するので，もし，スイッ

チを入れたあとに蛍光強度の増加が見られたら，測定パ

ルス光による励起効果と考えられる．測定パルス光の強

度を高く設定せざるをない場合は，測定の直前まで測定

パルスをoffにしておくとよい．

測定パルス光の強さは，1)パルスの持続時間，2)パ

ルスの強さ，3)パルスの周波数，という３つのパラメー

ターのかけ算で決まる．このうち，パルスの持続時間は

通常変えられない．また，パルスの周波数も，通常固定

か，２種類の切り替えであり，連続的には変えられない．

従って，実質上は，測定パルスの強さを変化させて，励

起効果のない最大限の強さで測定すればよいことにな
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る．

測定パルスの周波数が切り替えられる場合は，測定パ

ルスの周波数が高いと励起効果も高くなるので，通常，

低い周波数で測定を開始し，連続励起光の照射開始時，

もしくは，励起用フラッシュ光の照射の直前に，高い周

波数に上げることになる．Waltzの PAM ではこの切り

替えをAuto100kHzモードという方法で行なう．この

場合，トリガーによって飽和パルス光照射の3ms前に

周波数を自動的に切り替えることができる．周波数が高

ければより大きなシグナルが得られ，従って信号ノイズ

比（S/N比）を減らすことができる．また，1kHzの周

波数で測定すれば，測定間隔は１秒に1000回なので1

msより速い変化は検出できないが，100kHzの周波数

で測定すれば10μsの変化まで捉えることができる．Q

の酸化還元のような速い時間スケールの測定を行う場合

は，高い周波数での測定が必須となる．ただし，Q の再

酸化速度の測定の時のように単発の飽和パルス光の直前

に高い周波数に切り替える場合は，パルスのあと，励起

光がない状態で高い周波数での測定を続けると，蛍光強

度変化の遅い成分が強調された形になる可能性があるこ

とを頭に置いておく必要がある．このような場合は，タ

イマーを使って10ms程度でもとの周波数に戻すのが

よい．

3.a.4.2 飽和パルス光の設定

飽和パルス光はQ を完全還元するのに充分なだけ強

くなくてはならない一方，光合成系への一般的な影響を

最小限にするため必要以上に強くてはならない．飽和パ

ルス光の影響の大きさも，パルスの持続時間と強度のか

け算で決まる．一般的に，高等植物の葉では，連続光源

からの800ms程度の持続時間に設定したパルスが使わ

れる．Waltzの PAM システムで使われる連続励起光光

源FL103は SchottのKL1500という光源を改造したも

ので，スイッチをオンにした直後の過電流を避けるため，

最初の300msは光が照射されず，さらに最大の光強度

に達するまでに200msかかる．従って，持続時間を800

msに設定した場合，実際に所定の光強度があたってい

る時間は，800－300－200＝300で300msということに

なる．パルス強度は，実際に何段階か変えてみて，一番

高いFmを与える強度を選ぶのがよい．変調がうまく働

いているときは，原理的には飽和パルス光自体は測定装

置に影響を与えないが，飽和パルス光があまりにも強い

と飽和パルスの反射光などが測定フォトダイオードに入

ることによる影響を充分に除けなくなる．その場合は，

光源に700nm以下の光だけを通す short-passフィル

ターを入れることにより，測定フォトダイオードを保護

することができる．ちなみに，Waltzの PAM システム

では，測定光の平均光量子密度の100万倍までの非変調

光は，変調作用によりシステムに影響を与えないとされ

ている．

連続光源を使う代わりに，閃光を飽和パルス光として

使う場合もある．閃光の場合，持続時間は50ms程度必

要となる．この場合，持続時間が短いので，充分光が飽

和しているかどうかを確認する必要がある．また50ms

という短い持続時間では，記録計のペンの速度が追いつ

かない場合がほとんどなので，Waltzのマルチプルター

ンオーバーフラッシュについているようなデータ保持機

能を通して記録計に出力するか，オシロスコープやパソ

コンへデータを取り込んで処理する必要がある．なお，

高等植物とは異なって，シアノバクテリアや藻類では，

非光化学消光による蛍光強度の減少が非常に速い時間ス

ケールで起こる（3.a.5参照）．この場合も，正確なFm

の測定のためには，データ保持機能やオシロスコープ，

パソコンの使用が必要となる．また，Waltzのマルチプ

ルターンオーバーフラッシュには初期設定で青色フィル

ターが入っており，これは陸上植物においては問題ない

が，紅藻やシアノバクテリアにおいてはフィコビリンを

励起しないために飽和光として十分に働かない場合があ

る．その場合は，フィルターを取り外す必要があるが，

その状態で陸上植物の葉の測定を行なうと強すぎる励起

光による副作用が出る場合があるので注意を要する．

3.a.4.3 励起光の設定

励起光をどれだけの強さにするのかは，実験の目的に

よって異なる．一番よいのは，励起光の強さをふって，

励起光強度依存性をきちんと測定することである．シア

ノバクテリアにおけるqNの励起光強度依存性のよう

に，それによって新しい情報が得られる場合もある（3.

a.5.3参照）．もし，１つの励起光強度に決める必要があ

る場合には，測定する植物または細胞を栽培・培養して

いた光強度で行うのがもっとも一般的である．いずれに

せよ，Fv/Fm以外の全ての蛍光のパラメーターは励起

光の強度に依存して変化するので，実験条件としてきち

んと論文に明記することが必要である．

3.a.4.4 その他の設定項目 感度，応答速度

感度（ゲイン）は，信号の増幅度であり，これが高け

ればシグナルは大きくなるが，ノイズも大きくなる．従っ

て，きちんとシグナルが見えている範囲内では低い方が

よいと言える．シグナルの大きさは，前述のように測定

パルスの強度にも依存するので，もしノイズが非常に大

きく，かつ，F の正確な決定が目的でない場合（例えば

Φ の情報だけ必要な場合など）は，感度を上げる代わり
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に測定パルスの強度を上げるという方法もある．いずれ

にせよ，感度と測定パルスの強度の組み合わせで考える

必要がある．

応答速度（レスポンス，ダンピング）は，測定回路が，

どれだけ速い変動にまで追随するかを決める．応答速度

が速ければ（ダンピングが小さければ），速い変化もきち

んと捉えることができるが，信号の平均化効果が期待で

きないのでノイズは大きくなる．Q の酸化還元のような

速い反応を測定する場合は，応答速度（レスポンス）を

最大にする（ダンピングを最小にする）必要がある．連

続励起光による速い蛍光誘導期現象の測定では1ms程

度の応答速度，秒単位の変化だけを測るのだったら，

0.1s程度の応答速度で充分である．ただし，DCMU添加

時の蛍光の立ち上がりの測定などには10μs程度の応答

速度が必要となる．基本的に，測定したい変化のうち，

最も速い変化の速度定数より，少し速い応答速度を選ぶ

ことになる．F の測定だけであれば，基本的に測定値が

変化しないので，一番遅い応答速度にしても構わない．

DCMUの存在下でQ からQ への電子伝達が阻害され

ている場合や，低温での測定では，Q の再酸化速度が遅

くなるので，測定光の励起効果を最低限にしないと正確

にF が測定できない．そこで測定光強度を下げるとど

うしてもノイズが大きくなるが，そのような場合，応答

速度を一番遅くすることにより，ノイズを抑えることが

できる．

このほか，測定系にファイバーオプティクスを使った

系では，光源や測定フォトダイオードと，ファイバーオ

プティクスの先端の距離を変えることにより，測定光・

励起光の強度やシグナルの出力を微調整することができ

る．これは，出力を微調整できないタイプの光源を使っ

ているときに便利なテクニックである．また，分岐型の

ファイバーオプティクスを使って測定光と励起光を照射

している場合，一本一本のファイバーは別々の光源につ

ながっていることを認識する必要がある．ファイバーオ

プティクスを測定対象の葉に密着させた場合は，励起光

があたる葉の部分と蛍光を観察する部分は厳密には一致

しない．測定面積が小さい場合は，この影響を無視でき

ないので，葉とファイバーオプティクスの先端の間に最

低5mm程度の𨻶間を空ける必要がある．

3.a.5 藻類とシアノバクテリアにおける測定

3.a.5.1 藻類とシアノバクテリアの呼吸と光合成

シアノバクテリアは原核生物であり，陸上植物のよう

に細胞内小器官を持たず，呼吸系と光合成系は膜系に

よって隔てられていない．特に，電子伝達系においては

プラストキノンプールからシトクロム b/f複合体を経

てシトクロム cまでを光合成と呼吸系で共有している

ため，光合成系の電子伝達鎖の酸化還元状態は呼吸系の

影響を直接受ける．暗所で呼吸系が動いているシアノバ

クテリアでは，定常状態においてはプラストキノンプー

ルはかなり還元された状態にあり，これは，NDH複合体

の活性が末端酸化酵素の活性よりも高いとして解釈でき

る．真核藻類においては，光合成系は葉緑体に存在し，

ミトコンドリアの呼吸系とは局在が異なるが，おそらく

は葉緑体呼吸の存在により，シアノバクテリアの場合と

同様，暗所ではプラストキノンプールが還元状態に保た

れる．筆者の経験では，少なくとも緑藻，紅藻，そして

サンゴの共生藻である渦鞭毛藻などで，陸上植物とは異

なり，シアノバクテリアと同様の，呼吸系の光合成系へ

の影響を考慮に入れた解析が必要である．

3.a.5.2 ステート遷移とqN

藻類またはシアノバクテリアの細胞でクロロフィル蛍

光測定を行うと，暗所で飽和パルスを当てても，そもそ

も蛍光の最大値が得られない（図14）．その後に励起光を

当てたときの方がむしろ蛍光強度が高くなる．従って，

このまま強引にqNなどを計算しようとすると，負の値

になるなど意味をなさない．これは，上述のように暗所

でも藻類やシアノバクテリアではプラストキノンプール

が還元されているためにqNが大きい（蛍光が小さい）こ

とによる ．この点が，暗所ではプラストキノンプールが

酸化されてqNが０になる陸上植物とは全く異なる．し

かも藻類やシアノバクテリアのqNは，陸上植物のよう

にプロトン濃度勾配による部分の寄与が大きくない．プ

ロトン濃度勾配を反映するATP/ADP比は，シアノバ

クテリアの場合はまったくqNと相関を示さない．紅藻

やシアノバクテリアの場合は，フィコビリソームから光

図14：シアノバクテリアにおけるパルス変調蛍光測定例
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化学系 へのエネルギー分配（ステート遷移）にともな

う蛍光の消光が，qNのかなりの部分を占めるとされて

いる．

3.a.1.3でも述べたように，フィコビリソームから光

化学系 へのエネルギー分配はDCMUを添加したとき

には完全に抑えられ（ステート１），系 からの蛍光が相

対的に一番大きくなり，qNは０となる．従って，DCMU

を添加した後にはじめて蛍光の最大値Fmが得られる

ことになる．通常の条件ではフィコビリソームから光化

学系 へのエネルギー移動が大きいため，光化学系 の

蛍光は消光され，その結果，qNは大きい値をとる．一方

の光化学系がもう一方の光化学系より励起される条件下

においても，プラストキノンプールは，酸化状態，もし

くは還元状態に片寄る．光化学系 が選択的に励起され

るような光が照射された場合はプラストキノンプールは

酸化され（ステート１），逆に光化学系 が選択的に酸化

されるような光が照射された場合はプラストキノンプー

ルは還元される（ステート２）．ステートの状態は，主に

プラストキノンプールがどの程度還元されているかに

よって調節されると考えられる．ただし，プラストキノ

ンの酸化還元を表すはずのqPとステート遷移の指標と

なるqNの間には必ずしも相関がなく，この理由はまだ

解明されていない．フィコビリソームを持たない緑藻な

どにおいても，陸上植物に比較してステート遷移がクロ

ロフィル蛍光に非常に大きな影響を与えるという点では

紅藻やシアノバクテリアと同様である．

藻類やシアノバクテリアの場合，もう一点，測定上の

問題となるのは，非光化学消光の誘導が極めて速いこと

である．陸上植物の場合，前に述べたように0.8s程度の

飽和パルス光の照射によってFmないしはFm’を得る

ことができるが，藻類やシアノバクテリアの場合は，こ

の0.8sの間にも非光化学消光がおこり，蛍光が減少し

てしまう ．従って，レコーダーなどのレスポンスの遅い

記録機器で測定をしていると，蛍光を過小評価すること

になる．このため，電気信号としてそのままパソコンへ

取り込む，データ保持回路を使用する，オシロスコープ

を使う，などの対策が必須となる．

3.a.5.3 光環境測定への応用

シアノバクテリアにおいてはqNの励起光強度依存性

は，興味深い性質を持つ．qNは，暗所では呼吸によるプ

ラストキノンプールの還元のため，高い値となるが，励

起光を徐々に強くしていくと光合成の光化学系 と系

が動き始め，そのバランスがとれる光強度までプラスト

キノンが酸化され，qNは低下する（図15）．さらに励起

光を強くしていくと，シトクロム b/f複合体でのプラス

トキノンの酸化が電子伝達の律速段階となるため，プラ

ストキノンの還元が起こり，qNは再び上昇する．このよ

うに，qNは測定時の励起光強度に対して下に凸の曲線

を取るが，qNが最小値となる光強度を，そのシアノバク

テリアの生育光強度に対してプロットすると，非常によ

い相関が見られる ．つまり，シアノバクテリアでは，生

育環境の光強度においてもっともqNを小さくしてお

り，言い換えるとエネルギーを無駄に熱に変える割合を

もっとも小さくしていることになる．したがって，逆に，

あるシアノバクテリアのqNの励起光強度依存性を測定

し，その最小値を与える光強度を求めれば，そのシアノ

バクテリアが順化している光強度が求まることになる．

野外において，あるシアノバクテリアがどのような光環

境の中で生育しているかを推定することは通常困難が伴

うが，このような方法を使えば，それを見積もることが

可能になる．この方法はシアノバクテリア以外の藻類に

も適用できると考えられる．

3.a.5.4 オレンジカロテノイドタンパク質

従来，シアノバクテリアの非光化学消光は，ステート

遷移で全てが説明されるとされていたが，近年，多くの

シアノバクテリアにおいてオレンジカロテノイドタンパ

ク質が蛍光の消光に寄与することが明らかとなった．オ

レンジカロテノイドタンパク質はカロテノイドを結合し

た水溶性のタンパク質で，フィコビリゾームを持つ生物

に広く保存されている．シアノバクテリアの細胞のFm’

を連続的に測定している場合，暗所から弱光励起条件に

細胞を移すと，ステート２からステート１への移行に

図15：シアノバクテリアにおける非光化学消光の測定光強
度依存性
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伴って，Fm’の増大が見られる．ここで，励起光を弱光

から，クロロフィルのみを励起する（フィコビリソーム

を励起しない）青緑色光の強い光に切り替えた場合，シ

アノバクテリアではクロロフィルの９割近くは光化学系

に結合しているため，細胞はステート１に保たれるは

ずである．にもかかわらず，青緑色の強い光への励起光

の切り替えに伴い，Fm’の減少が観察され，しかもこの

減少はオレンジカロテノイドタンパク質の変異体では消

失する ．従って，シアノバクテリアにおいては，ステー

ト遷移の他に，オレンジカロテノイドタンパク質による

エネルギー放散系が働いていると考えられる．このオレ

ンジカロテノイドタンパク質による熱放散系は，過剰な

光による光阻害からの保護などに働いていると考えられ

るが，その詳細な機構についてはまだわかっていない．

3.a.6 パルス変調の吸収測定への応用

3.a.6.1 吸収測定の原理

上記のパルス変調による蛍光測定では，当てる光の波

長とシグナルとして受け取る光の波長をずらすことに

よって蛍光を測定しているが，当てる光の波長と受け取

る光の波長を同じにすれば，その波長での吸収・反射・

散乱などを測定することができる．通常の吸収測定とは

違って，パルス変調によりノイズが軽減されるので，葉

による吸収の少ない赤外領域の光を使えば，生葉での吸

収変化の測定が可能となる．一般の吸収測定でのように

発光部と受光部の間に試料を入れて吸収を測定すること

も可能であるが（透過型，図16a），葉の場合は，海綿状

組織などで光が散乱されるので，その散乱光をグラス

ファイバーを経て受光することにより，発光部と受光部

を葉の同じ側においた状態でも，吸収を測定することが

できる（内部反射型，図16b）．また，葉の内部での光の

散乱が少ない場合には，葉の反対側に光の反射板をおい

て測定することもできる（反射型，図16c）．

通常の分光器とは違って，パルス変調を利用した吸収

測定では，受光部で受け取った光の量がそのまま信号と

して取り出される．つまりシグナルは吸収ではなく，受

光した光強度を反映する．ところが，分光セルに入れた

試料と違って，葉では，光がどこを通ったかについては

全くわからない．例えば，上記の反射型では葉をいった

ん通り抜けた光が受光部に戻るので光路はかなり長くな

るが，内部反射型では，主に葉の細胞間𨻶で反射された

光が戻るため光路は比較的短くなる．従って，吸収の絶

対測定は不可能である．情報が得られるのは，吸収の変

化についてのみである．また光路長に影響を与える組織

構造の変化が無視できる場合にのみ測定結果は意味を持

つことに注意する必要がある．

3.a.6.2 P 700の測定

P700は光化学系 の反応中心クロロフィルで，酸化

されると，700nm付近に吸収減少を，750-850nm付近に

クロロフィルカチオンの生成に伴うブロードな吸収増加

を示す．800nm付近ではクロロフィルの吸収はほとんど

ないこと，酸化還元による吸収変化が知りたい情報であ

ること，の２点から，P700の測定は，パルス変調による

測定に非常に適している ．実際の測定は，700nm付近

の近赤外光を照射したことによる820nmの吸収変化を

測定してP700の相対量を見積もる．クロロフィルの吸

収はこの測定光の波長領域では小さいため，蛍光測定の

場合と異なり，測定パルスの強度や周波数は低く抑える

必要はない．

光化学系 が吸収する近赤外光の照射によってP700

が酸化されると820nm付近の吸収は増加するので，受

光部に入る光量は減少する．この光量の変化を吸収変化

に換算するには以下のようにする．

まず，試料に入る前の光量を Io，試料を通過したあと

の光量を I，試料が吸収変化を起こしたあとの光量を I＋

ΔIとする．ある関数y＝fx において，yの小さな変化

Δyは，xの小さな変化Δxと fx の微分値（つまり，関

数の傾き）である f’x を用いて，

Δy＝Δx f’x (25)

と表すことができる．ただし，この式が成り立つのは，

ΔxもしくはΔyが充分小さいときである．次に，吸収A

は透過率Tを用いて

A＝－log T (26)

なので，小さな吸収変化ΔAは，log x の導関数が

log(e)/xであることと上の式を考え合わせると

ΔA = ー0.434ΔT/(1/T)                (27)

となる．吸光度Tは I/Ioなので，これを上の式に代入す

ると図16：パルス変調による吸収測定の方法
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ΔA=ー0.434(ΔI/Io)/(I/Io)=ー0.434ΔI/I (28)     

となる．つまりP-700の酸化に伴う光量の変化量を，吸

収変化を起こす前の光量で割れば，吸収変化量になるこ

とがわかる．ΔIそのままでは吸収変化（ΔA）ではないこ

と，ΔIからΔAへの換算はΔIが Ioに比べて充分小さ

いときにのみ成り立つことに注意する必要がある．

3.a.6.3 系Ⅰの実効量子収率

光化学系 のある光強度における実効量子収率（Φ )

は，その光強度における反応中心がopenである割合qP

と openな光化学系 の量子収率Fv’/Fm’を掛け合わせ

ることで求めることができる（3.a.3.4参照）．同様な実

効量子収率は光化学系 についても定義できるはずであ

る．反応中心がopenな割合は，P700に関しては，

P700/ P700 ＋ P700 で表すことができる．open

な光化学系 の量子収率を直接測定することはできない

が，一般に，光化学系 の量子収率は条件によって変化

しないとされているので，もしそれが正しければ，実効

量子収率はopenな反応中心の割合に比例するはずであ

る．このような考え方で，光化学系 についてもその量

子収率Φを定義する場合がある．

実際にP700による吸収変化を測定すると，図17のよ

うになる．暗所ではP700は還元状態と考えられる．ここ

に赤外光を当てるとP700のほとんどが酸化され，残っ

たわずかな還元型のP700も飽和パルス光（SP）を当て

ることにより酸化される．従って，図のaがP700の全

量を示すと考えることができる．完全酸化の直後に，一

過的なP700の還元が見られるが，これは飽和パルス光

によって駆動される光化学系 からの電子がP700を還

元することによる．一方，一定強度の励起光（白色光）

を当てた場合，P700は酸化型と還元型がある値で平衡

状態になる（図のc）．ここで，飽和光を当てるとほとん

どのP700が酸化される（図のbの部分）が，一部は還

元型で残る．

この解釈として，系 の電子受容体が励起光によって

一部還元されているためにその一部では電荷分離が起こ

らず（もしくは電荷分離が起こっても電荷再結合（逆反

応）が速く）P700を完全に酸化することができない，と

の考え方がある ．このような考え方にたてば，図のaと

bの差の部分は，P700は還元型であっても電荷分離は起

こらないので，openな光化学系 の割合は b－c/aに

なり，これをΦと定義する．

ただし，aと bの差の部分に関しては別の解釈も可能

である．一般に，飽和パルス光源の光強度の立ち上がり

には時間がかかるため，飽和パルス光が本当の意味で飽

和光になるまでには一定の時間がかかる．飽和パルス光

源は当然光化学系 も励起するので，この時間内に光化

学系 からの電子がP700まで到達してしまうと，P700

を完全に酸化することは難しくなる．このことは飽和連

続白色光を当てた場合にはP700が一部還元されること

からもわかる．赤外光を当てているときには，ほとんど

のP700があらかじめ酸化されているので飽和パルス光

源によりP700が完全酸化されるが，励起光照射時には，

還元されているP700が多いため，飽和パルス光が

P700を完全に酸化する前に光化学系 からの電子が

P700を還元してしまい，図のaと bの差の部分につい

てはP700を酸化しきれない，という解釈も成り立つ．こ

の場合は，単に技術的な問題のために図のaの部分を酸

化できないだけなので，openな光化学系 の割合は

a－c/aとなる．

実際には実験の条件によってもどちらの考え方が正し

いかは異なるようである．特に飽和パルス光の特性が大

きく影響を与える．もともとΦを定義した論文では飽

和パルス光にメカニカルシャッターを組み合わせること

により光強度の立ち上がりを速くしているのでおそらく

問題はないが，その後この方法を使った論文ではそのよ

うな配慮をしていないケースも多く，技術的な問題が大

きく効いている可能性がある．図のaと bの差の部分の

解釈として，上記の２つのケースのうちどちらが正しい

かを見分けるには，暗所で飽和パルス光を当てたときに

P700が全量酸化されるかどうかを見ればよいだろう．

電子受容体の還元が図のaの部分の原因であれば，暗所

では電子受容体は酸化されているはずなのでP700は全

量酸化されるはずであるし，光化学系 からの電子が原

因であれば，暗所ではもともとP700がほとんど還元さ

れているので，P700は完全酸化されないはずである．い

ずれにせよ，このように定義されたΦは，実効量子収率

そのものではなく，openな系 の割合を示したものであ図17：パルス変調によるP700の酸化還元の測定例
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ることに注意する必要がある．

3.a.7 参考となる総説など

最後に，クロロフィル蛍光の測定にあたって参考とな

る総説などを若干紹介しておく．

単行本としては，Papageorgiouと Govindjeeの編集

による〝Chlorophyll a Fluorescence:A Signature of
 

Photosynthesis"（2004）が詳しい ．また，Yunus,Path-

re,Mohantyによる編集の〝Probing Photosynthesis"

（2000）にも蛍光関係の総説が載っている ．その他，

Austrarian Jouranl of Plant Physiologyの 22号（1995）

は蛍光の特集号になっており，数多くの総説が掲載され

ていて参考になる．特に，この号の最初に載っている

Govindjeeの総説 は，古い歴史から手際よくクロロ

フィル蛍光の紹介がされていて楽しい．この他，蛍光測

定の素人向けの実際の測定方法の解説としてはEcologi-

cal Studiesというシリーズの中の〝Ecophysiology of
 

Photosynthesis"の中の第３章〝Chlorophyll Fluores-

cence as a Nonintrusive Indicator for Rapid Asses-

ment of In Vitro Photosynthesis"が極めてわかりやす

い ．

クロロフィル蛍光の初歩全般を扱った総説としては，

Annu.Rev.Plant Physiol.Plant Mol. Biol.にKrause

とWeisが 1991年に書いた〝Chlorophyll Fluorescence
 

and Photosynthesis:The Basics"が平易でわかりやす

い ．日本語のものとしては，データの解釈方法について

筆者が光合成研究会報に書いたもの（パルス変調クロロ

フィル蛍光測定におけるデータの解釈，2005年）があ

る ．

この他，数多くの総説が出されているが，最近の総説

としてはBakerによる〝Chlorophyll Fluorescence:A
 

Probe of Photosynthesis In Vivo"が2008年にAnnu.

Rev.Plant Biol.に出ている ので，そこに紹介される文

献と共に参考にして欲しい．
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