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1.c.1 呼吸系におけるCO 発生反応

植物の呼吸系におけるCO 発生は，ミトコンドリアの

TCA回路（クエン酸回路）のピルビン酸脱水素酵素複合

体（pyruvate dehydrogenase complex,PDC），イソク

エン酸脱水素酵素（NAD-dependent isodehydrogenase,

NAD-IDH），2-オキソグルタル酸脱水素酵素複合体

（2-oxoglutarate dehydrogenase complex,OGDC），リ

ンゴ酸酵素（malic enzyme,ME）の４反応でおこる（図

1）．また，酸化的ペントースリン酸回路の6-ホスホグル

コン酸脱 水 素 酵 素（6-phosphogluconate dehy-

drogenase）の反応においても，１分子の6-ホスホグルコ

ン酸から１分子のCO が発生する（図2)．

ピルビン酸が唯一のミトコンドリア基質として使わ

れ，TCA回路で完全に分解される場合には，１分子のピ

ルビン酸からPDC，NAD-IDH，OGDCの反応により３

分子のCO が発生する．しかし，硝酸同化にTCA回路

からクエン酸やイソクエン酸が炭素骨格として供給され

る場合には，TCA回路が完全に回転できない．そのとき

には，補充反応としてオキサロ酢酸やリンゴ酸がTCA

回路の基質として使われ，ピルビン酸の供給のためにリ

ンゴ酸酵素が働く場合がある．また，生合成反応に

NADPHが供給される場合には，酸化的ペントースリン

酸回路から供給されうる．

1.c.2 CO 発生速度としての暗呼吸速度の

測定

暗呼吸速度は暗黒下で通常，光合成測定装置を用いて

測定する．栽培時の温度・湿度条件で測定すると良い．

以前は，自作のガス交換用同化箱（チャンバー）に葉を
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動物，植物を問わず，酸化的呼吸は糖などの基質を，O を消費してCO とHOに分解し，その過程

でATPを生成する反応である．植物の葉では光照射下において，同時にO を消費してCO を発生す

る光呼吸反応が行われる．そのため，ミトコンドリアのTCA回路を経由した呼吸を暗呼吸（dark
 

respiration）と呼ぶ．本章では植物組織のCO 発生速度としての暗呼吸速度の測定法について紹介す

る．

Measurement of CO efflux rate
 

Ko Noguchi
 

Mitochondrial respiration consumes O in the respiratory chain and produces CO from the TCA cycle.In
 

illuminated leaves,photorespiration also consumes O and produces CO.In this chapter,I introduce methods
 

of CO efflux rate from the TCA cycle in darkened or illuminated leaves.

１)東京大学 大学院理学系研究科 生物科学専攻

２章 個体・環境の測定

１．個葉から葉緑体スケールのガス交換
c.呼吸速度（CO 発生速度）測定

図1：植物ミトコンドリアのTCA回路．(1)ピルビン酸脱水
素酵素複合体（PDC），(2)クエン酸合成酵素，(3)アコニター
ゼ，(4)イソクエン酸脱水素酵素（NAD-IDH），(5)2-オキソ
グルタル酸脱水素酵素複合体（OGDC），(6)スクニシルCoA
リガーゼ，(7)コハク酸脱水素酵素，(8)フマラーゼ，(9)リン
ゴ酸脱水素酵素，(10)リンゴ酸酵素（ME）．
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挟み，同化箱の入口と出口のCO 濃度差を差分式IRGA

（例えばLiCor社製 ガス交換測定装置 LI-6262など）

で測定していたが，近年はLi-Cor社製 携帯型ガス交換

測定装置 LI-6400を用いて測定した例がよく報告され

ている ．

LI-6400では，ある程度葉温や湿度を調節でき，測定さ

れたCO 濃度やHO濃度から自動で暗呼吸速度を計算

してくれるため，非常に簡便である．しかし，葉の暗呼

吸速度は光合成速度に比べて，速度の絶対値が小さいの

で，測定の際には注意が必要である．LI-6400を用いる場

合には，6cm のチャンバーもしくは2cm のクロロ

フィル蛍光を同時に測定できるユニットのチャンバー

で，葉のガス交換速度を測定することが多い．暗呼吸速

度の低い葉の場合には，チャンバーサイズが小さいと

チャンバーの入口と出口のCO 濃度差が十分に得られ

ず，安定した値が得られない場合もある．また，LI-6400

ではチャンバーのガスケットに葉を挟んで測定する．測

定時のチャンバー内のCO 濃度が周囲のCO 濃度と差

がある場合（例えば，高CO 条件下での暗呼吸速度の測

定）には，チャンバーのガスケットを通じてCO がリー

クしうる ．特にチャンバーの入口と出口のCO 濃度差

を上げるために，流量を下げたときに起こりやすい．リー

クを最小限にするためには，パージ装置をチャンバーの

ガスケット周りにつけるとかなり有効である ．

葉の暗呼吸速度は光照射後に減少することが多

い ．光照射後には葉の光合成産物すなわち呼吸基質が

減少するので，暗呼吸速度が減少すると考えられてい

る ．また，暗呼吸速度は，夜間の半ばもしくは終わり頃

に再び増加する例も報告されている ．Midnight rise of
 

respirationもしくはmorning rise of respirationと呼

ばれる現象である．この現象の理由として，内在性リズ

ムもしくは呼吸ATPの需要量の一時的な増加と考えら

れているが不明である．いずれにしろ，夜間の暗呼吸速

度は一定ではなく変化するため，葉の積算炭素獲得量な

どの計算には注意が必要である．
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図2：酸化的ペントースリン酸回路．(1)ヘキソキナーゼ，(2)グルコース-6-リン酸脱水素酵素，(3)ラクトナーゼ，(4)6-ホスホグ
ルコン酸脱水素酵素，(5)リブロースリン酸エピメラーゼ，(6)リボースリン酸イソメラーゼ，(7)トランスケトラーゼ，(8)トラン
スアルドラーゼ．



1.c.3 呼吸商

組織のCO 発生速度の測定からでは，どのような反応

由来のCO を測定しているかは分からない．しかし，酸

素電極などでO 消費速度を同時に測定し，呼吸商（res-

piratory quotient,RQ，CO 発生速度／O 消費速度）を

求めることにより，呼吸基質や呼吸系からの還元力

（NADPHやNADH）の利用程度を推定できる．

タンパク質や脂肪のように，分子中酸素の割合が炭水

化物よりも少ない物質が呼吸基質になる場合には，呼吸

商は１よりも小さくなり，それぞれ約0.8，0.7となる．

トウゴマやナタネなど脂肪を多く含む種子では，発芽時

の呼吸商は１よりも小さくなり，デンプンを多く含む種

子では，呼吸商は１に近い．一方，リンゴ酸などの有機

酸が基質になる場合には，呼吸商は１よりも大きくな

る ．また，生理的な反応が呼吸商に影響する場合があ

る．硝酸イオンをアンモニウムイオンに変換する硝酸同

化反応ではCO が放出されるため，硝酸態を与えた植物

の根の呼吸商は，アンモニア態を与えた根の呼吸商より

も高くなることが知られている．成長速度の速い植物の

根では，硝酸同化がさかんなために成長速度の遅い植物

の根に比べて，呼吸商が高い ．

1.c.4 光照射下の呼吸速度の測定

光照射下のC 植物の葉では，RubiscoもしくはPEP-

CaseによるCO 固定，光呼吸経路のglycine dehy-

drogenase complex（GDC）からのCO 発生（R ）と

TCA回路からのCO 発生（R ）が同時に起こり（図

3），ガス交換測定装置ではその正味の速度を測定してい

る．Rubisco kineticsのパラメータを求めるためや総光

合成速度を求めるためにも，光照射下における R を推

定する方法がいくつか報告されている．

1.c.4.1 Laisk法

R を求めるために良く用いられている方法であ

る ．CO 交換速度（A）は，Rubiscoのcarboxylation

速度（v ）とoxygenation速度（v ），R により次式の

ようにまとめられる．

A＝v －0.5v －R

細胞間𨻶CO 濃度（c ）が減少していくと，v と0.5v

が等しい値になる濃度がある．そのときの c をΓ と呼

び，Γ のときにCO 交換速度（A）は R と等しくな

る．実際には図４のように，葉に当てる光強度を変えて

A-cカーブを測定し，複数のA-cカーブの交点として，

Γ と R を求める．

Laisk法は c によって R が変化しないということ

が前提となる．また c が低いときにはしだいに光合成産

物が減少していくので R が変化しうる．すばやい測定

が必要となる ．

1.c.4.2 Kok法

光合成速度の光依存性（光―光合成曲線）を求めると，
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R とも略される．

図3：光照射下の葉におけるCO とO の出入り．



図５のように曲線の折れ曲がりがしばしば測定される．

これはKok効果と呼ばれる ．折れ曲がり点よりも光強

度が強いデータに対する回帰直線を外挿して，R を y

切片として求める．Kok法の問題点は，光強度が下げる

と c が増加するために，R を過少評価しがちである

ことである．しかし，c を一定にしてもKok法から求め

た R はLaisk法よりも低いという報告もある ．

Laisk法とKok法のどちらの方法でも，暗呼吸速度

（R ）よりも R の方が低い．

1.c.4.3 Cラベル

Laisk法もKok法でも，TCA回路から放出された

CO が葉内でRubiscoにより再固定されるフラックス

（R ）を考慮することができない（図6）．どちらの方法

でも実際に測っているフラックス（R ）は，R と R

の差である． CO でラベルしてパルスチェイスする方

法では，R を考慮した方法が考案されている ．

彼らは CO であらかじめ葉の光合成産物をラベル

しておき，その後， CO・光照射下で CO として出て
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図4：イネ科ナガハグサ属コイナゴツナギ（カナダブルーグ
ラス）の葉のCO 固定速度と葉内CO 濃度との関係（A-C曲
線） ．図内の数字は光合成測定時の葉に照射した光強度（光
量子束密度μmol photon m s ）．直線は各光強度のデータ
の回帰直線を示す．v と0.5v が等しくなる c をΓ，そのと
きのCO 放出速度が R となる．

図6：光照射下の葉において，ミトコンドリアのTCA回路から放出されたCO（R ）の一部（R ）は，葉内でRubiscoによ
り再固定され，葉外に出ていくフラックス（R ）は R の一部である．

図5：Kok効果を示している光-光合成曲線．文献値 をも
とにした典型的なCO 固定速度のデータが黒丸で示してお
り，弱光下で曲線が折れ曲がっている．直線近似できるデータ
の回帰直線を点線で示し，外挿点の白四角のシンボルが，光照
射下のTCA回路のCO 放出速度（R ）を示す．



くるフラックスを測定している．そのときに，２つのO

濃度条件，21％ O 条件と光呼吸が抑制される1.5％

O 条件，で CO フラックスを測定し，光呼吸経路から

のCO 発生とTCA回路からのCO 発生とを分けてい

る．さらに３％ CO 条件下でも測定している．３％

CO 下では細胞間𨻶CO の C/C比が非常に低く抑

えられ，TCA回路から発生した CO がRubiscoで再

固定される可能性が低い．

この方法は，O 濃度や c が変化したときに，ミトコン

ドリアの呼吸速度（TCA回路の速度）が変化しないこと

が前提となっている．この方法でもとめた R も暗呼吸

速度 R よりも低い ．

1.c.4.4 安定同位体を利用する方法

Gas-houndと呼ばれるLi-Cor社製のLI-800を用いる

方法と，同位体質量分析計を用いる方法が報告されてい

る．

LI-800は CO に比べて CO の感度が非常に低い

（1.7％程度）．その感度の差を利用して R を求める ．

C 植物において，通常のCO 濃度下では光呼吸はほと

んど働かない．そのため光照射下のCO 発生は，TCA回

路からのCO 発生と維管束鞘細胞からのCO リークで

ある．葉を挟んだ光照射下のチャンバーに，あらかじめ

CO のみを含む空気を流しておき， CO のみを含む

空気に切り替えた後に，葉から放出される CO をLI-

800で測定する．維管束鞘細胞からのCO リークはすば

やく CO に置き換わるために，葉から放出される

CO は，R からRubiscoに再固定されるフラックス

（R ）を引いた R になる．また同時に CO 条件下の

CO 固定速度（P ）や気孔コンダクタンス（g ）を CO

にも高い感度を示すガス交換測定装置（例えばLI-6262）

で測定しておく．それらのデータと下記の式から R

（＝R ＋R ）を求める．

c ＝R g

R ＝ c
c
×P

Loretoらは上記の方法でトウモロコシの葉の R は

R とほぼ同じ値を示すことを報告している ．またC

植物でも同様の方法を用いて R を推定していたが，

PEPCaseのCO 固定や光呼吸によるCO 発生を抑え

ることが難しく，正確な R を求めることはできなかっ

た ．

同位体質量分析計を用いて， CO と CO を同時に

測定することにより R や R を推定することも報告

されている ．彼らの方法でも，高CO 濃度条件では光

呼吸が抑えられ，TCA回路からのCO 発生は変化しな

いという前提が，R を推定するために必要である．
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