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2.b.1 はじめに

熱発光（TL:thermoluminescence）と遅延発光（DLE:

delayed light emission，遅延蛍光／DLF:delayed fluo-

rescenceとも呼ばれる）は，主として，光吸収に伴う光

合成光化学系 （系 ）反応中心における電荷分離反応

の結果，系 の酸化側に生じた正電荷（正孔）と還元側

に生じた負電荷（電子）に由来するこれらの再結合によ

り系 反応中心クロロフィルP680の再励起され発光が

起こる．電荷再結合過程では最終的に生成するP680

Phe上の正負電荷の再結合に伴い，ある確率でP680の

一重項励起状態（P680）が生成する．従って，これら

の発光は光照射により系 が励起された場合の蛍光と基

本的に同じスペクトルを示す．熱発光と遅延発光はとも

に，系 の酸化側，還元側で生じた分離電荷の性質に関

する情報を与えるため，光化学系 自身を対象とした研

究や，系 を通じた光合成反応の全体的な評価に用いら

れている．

熱発光と遅延発光は同じ現象を異なった手法により観

測するものであり，得られる情報も原理的には同等であ

る．また，測定に使用する装置も基本部分は共通な場合

が多く，本章では熱発光・遅延発光について，測定方法

を中心に紹介する．

熱発光と遅延発光には，その由来が系 光化学反応と

は直接関係ないものや，一重項励起状態（P680）が関与

しないものもあるが，それらについては一部を除き触れ

ない．また，系 ではその強度は弱く，特殊な場合以外

ほとんど観測されない．熱発光と遅延発光（特に熱発光）

は酸素発生系を中心とした系 自身の研究や，研究環境

ストレス等が光化学系に与える影響の評価に広く使われ

ている．応用例についてはレビュー等 を参照された

い．

2.b.2 遅延発光と熱発光に関与する光化学系

Ⅱ反応

遅延発光と熱発光の理解に必要な，系 における電荷

分離反応と引き続いて起こる分離電荷の安定化に関与す

る電子伝達成分について，その概要を述べる．

図1に示されるように，系 反応中心における電荷分

離の結果生じたP680はY（D1タンパク質Tyr161）

により還元される．酸化されたY（Y ）はMnクラス

ターからの電子供与により再還元される．Mnクラス

ターは４つのMnと１つのCaからなる複核錯体であ

り，水の酸化反応で中心的な役割をはたしている．Mnク

ラスターを中心とする水酸化触媒は，Y への電子供与

により１電子当量ずつ酸化され，最も還元されたSか

ら最も酸化されたSまでの状態をとる．Sは不安定で

暗所で２分子の水を酸化してSにもどり，１分子の酸

素が生成される．暗所に置いた系 では，クラスターの

大部分は安定状態であるSにあるため３閃光の照射後

に酸素が発生する．SとSは正電荷を持つ．D2タンパ

ク質のTyr160（Y）もP680により酸化されるが，酸

素発生反応には関与していない．酸化されたYは暗所
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で比較的安定に存在する．このほか，シトクロム b ，カ

ロチノイド，クロロフィルもP680により酸化される

が，これらの酸化型は電荷再結合によるP680形成には

寄与しない．

一方，還元されたフェオフィチン（Phe）はD2タン

パク質に結合するQ キノン受容体により再酸化され

る．還元されたQ キノン受容体（Q）はD1タンパク質

に結合するQ キノン受容体を還元する．生成したセミ

キノンQ は比較的安定で，次の閃光での電荷分離反応

により生成したPheから２個目の電子を受け取る．２

電子還元体Q はチラコイド膜内プールの酸化型プラ

ストキノンにより置き換えられるため，Q キノン受容体

は閃光照射ごとに交互にQ とQ となる．

2.b.3 遅延発光と熱発光

2.b.3.1 遅延発光

葉緑体などの試料を光照射すると，遅延発光または遅

延発光と及ばれる微弱な発光が，光照射直後から分の時

間域でおこる．発光強度は光照射直後が強く，時間とと

もに指数関数的に減衰する（強度変化の様子は減衰曲線

と呼ばれる）．この発光は，光照射の結果生じた系 の酸

化側と還元側の様々な電子伝達成分上に分布した正負電

荷が再結合する時にP680を再励起することに由来す

る．光照射後どの時間領域で発光するかは，電荷再結合

を起こす正負電荷の安定性（再結合に必要な自由エネル

ギーの変化の大きさ）に依存し，それらがどの電子伝達

成分上にあるかで決まる．すなわち，光照射直後の発光

は光化学系 の反応中心に近い酸化還元成分間での電荷

再結合に由来し，時間経過とともに反応中心からより離

れた酸化還元成分上の電荷同士の再結合に由来する発光

が主成分となる．光化学系 で生成した分離電荷の再結

合に由来する遅延発光も報告されている ．

2.b.3.2 熱発光

光照射後に試料を急速冷却すると，液体窒素温度（77

K）などのように温度が十分に低ければ，冷却過程で電荷

再結合を起こさなかった正負電荷は，低温下で安定にト

ラップされる．この後，試料温度を徐々に上げ，電荷再

結合の活性化エネルギーに相当する熱エネルギーを供給

すると，トラップされた正負電荷間で再結合がおこり，

ある確率でP680が再励起され発光が観測される．（図

2）

2.b.4 熱発光測定と遅延発光測定

光照射に続いて観測される遅延発光の場合は，一定温

度環境から供給される熱エネルギーに依存して電荷再結

合が起こる．そのため，光照射後の発光強度の時間経過

は，各正負電荷対の再結合の確率の違いを反映して，異

なった時定数を持つ指数関数的減衰成分の足し合わせと

して表される．一般に，各々の減衰成分を正確に分離す
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図1：光化学系 における酸化還元成分の配置と電子移動の
模式図(左)；酸素発生系におけるS状態遷移とQ キノン部
位における２電子ゲート(右)
熱発光と遅延発光に関与する電子伝達成分を緑で，熱発光と
遅延発光に関与するS状態を赤で，Q キノンを青で示す．

図2：光化学系 における電荷再結合による発光スキーム
励起状態のP680（P680）のエネルギーは電子移動反応によ
り自由エネルギー（ G安定化）を失いDA 電荷分離状態とし
て安定化される．電荷分離過程は可逆過程であり，電荷再結合
過程の活性化エネルギー（ G活性化≒ G安定化）に相当するエネ
ルギーを得るとP680が再励起され発光が起こる．一定の温
度条件化では，確率的にP680が再励起され発光（遅延発光）
がおこる．一方，加熱状態では，活性化エネルギーに対応する
温度で電荷再結合が高い確率で起こり発光（熱発光）する．



るにはかなり煩雑な操作が要求される．実際の実験では，

遅延発光に含まれる成分の数，強度，時定数が不明の場

合も多い．各成分の正確な分離ができないと，観測され

た遅延発光の起源となる正負電荷対の正確な同定や定量

が困難となる．

一方，熱発光では，活性化エネルギーが外部加熱で与

えられる為，特定成分間での電荷再結合が特定温度領域

で起こる．試料温度に対して熱発光強度をプロットした

曲線（熱発光グローカーブ又は熱発光バンド）は山型

（ピークを与える）となり，遅延発光の各減衰成分は異

なったピーク温度をもつバンドとして分離される．正負

電荷の酸化還元電位と関連する再結合の自由エネルギー

変化の大きさの違いが熱発光バンドのピーク温度の違い

として現れる．このピーク温度から，関与する正負電荷

対の酸化還元電位を推定できる．また，バンドの強度か

ら各正負電荷対の相対量をある程度見積もる事ができ

る．さらに，各正負電荷対の酸化還元電位の変化がピー

ク温度の変化として現われるため，僅かな変化も容易に

検出出来る．遅延発光では，酸化還元電位の変化は主に

発光強度の減衰キネティックスの変化として現われる

為，解析は容易ではない．

以上のような理由から，近年では系 で起こる光化学

反応過程に関する研究手法としては熱発光がもっぱら用

いられ，遅延発光が用いられる事は少ない．従って，本

稿でも熱発光を中心に話を進める．しかしながら，熱発

光測定だけからでは，発光に伴う自由エネルギー変化な

どの熱力学的パラメーターを正確に求める事は困難であ

る．遅延発光の測定により熱発光測定で求めたパラメー

ターの評価が行える．また，遅延発光測定では，試料の

冷却や加熱装置が不要で，より簡便な装置で測定可能で

ある．また，装置によって異なるが，熱発光測定では試

料交換も含み，１試料あたり20－30分程度の測定時間が

必要だが，遅延発光測定では数分で測定を終えることが

出来，原理的には，多検体測定や連続測定，イメージン

グも可能である．また，ミリ秒領域に現われる遅延発光

の強度はチラコイド膜を介した膜電位形成と関連する事

が知られている ．さらに，藻類細胞などでは，光照射後

数秒から１分程度の発光は，電子伝達系全体の状態を反

映すると思われる特徴的な時間変化を示す．これらの特

色を生かし，藻類の遅延発光を環境中の藻類の量や種類

の評価に用いたり ，環境モニタリングプローブとして

用いたりする研究も行われている ．

2.b.5 測定装置と測定の実際

2.b.5.1 装置の構成

熱発光測定はほとんどの場合，それぞれの研究者が自

作した装置でおこなわれており，その装置構成も研究者

ごとにかなり異なる．また，装置の詳細は論文等には記

述されていない．しかしながら，基本的には以下の四つ

の部分から構成されている．微弱光の測定部と試料の光

照射部の利用で遅延発光測定に対応できる．

●試料ホルダー部

●試料温度の制御部

●微弱光の測定部

●試料の光照射部

これらの構成の主要な部分について以下に述べる．

2.b.5.2 試料ホルダー

熱発光測定では試料を光照射後，急速に冷却し，その

後，一定の速度で試料温度を上げる．様々な試料ホルダー

が用いられるが，可動タイプと固定タイプの２つに分け

られる．

図3は筆者が用いている可動タイプの試料ホルダーの

概略である．非常にシンプルな作りだが十分に実用に耐

える．試料は適当な大きさのアルミ板とアクリル板の間

に挟み込み固定する．アルミ板には試料加熱用のヒー

ターが装着されている．ヒーター装着に際しては，試料

全面が均一に加熱されるよう注意を払う．この例では，
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図3：可動タイプの試料ホルダーの例
正面（左）と側面（右）．右図は測定用ジュワーに装着した状
態．測定用ジュワーの透明窓が平面状になっており，光ファイ
バーを試料に接近して設置できるようになっている．



シリコンラバーヒーターを厚さ1mmのアルミ板の裏

面に直接接着してある．素早い温度変化が可能なように，

アルミ板の厚さと装着するヒーターのW 数を最適化す

る必要がある．

液体の試料は1cm四方のロ紙に浸み込ませ，アルミ

板とアクリル板の間に挟み，クリップでしっかり固定す

る．葉などはコルクボーラーなどで打ち抜き，直接試料

ホルダーに挟み込む．温度測定用の熱電対（Cu／コンス

タン）を試料上に直接置き試料と共にホルダーに挟み込

む．この状態でホルダーを透明窓を持つジュワー瓶に移

す．ジュワーを液体窒素で予冷し，ヒーターの印加電圧

を調節する事で，試料温度を制御する．光照射後，ホル

ダーを液体窒素中に投入し，急速冷却する．５秒以内に

100Kに達する．冷却した試料ホルダーを測定用ジュ

ワーに移し，ヒーター電源を投入して測定を開始する．

試料温度はヒーターからの熱の供給量と試料ホルダー自

身の熱容量に応じて上昇するので，ヒーターへの印加電

圧を変化させることで昇温速度を調整できる．この方法

では，試料温度が全温度範囲で直線的に昇温するわけで

はないが，－50℃から＋50℃までほぼ一定速度で昇温で

き，熱力学的パラメーターを求めるなど正確な昇温速度

の制御が必要な場合を除き，実用上問題ない．昇温速度

を正確に制御したい場合は，測定用ジュワー内に冷却し

た窒素ガス（液体窒素中に投入した蛇管に窒素ガスを通

すことにより容易に得られる）を一定流量で流して冷却

しつつ，適当な温度制御装置によりヒーター出力を

フィードバック制御する．

図4は固定タイプの試料ホルダーの例である．この場

合，試料用の凹（直径15mm，深さ0.5mm）を持つア

ルミ板を温度制御可能な熱交換ステージ（顕微鏡用熱交

換ステージなどが利用できる）に固定してある．試料を

ホルダーに乗せ，上からアクリル板で蓋をする．試料温

度は熱交換ブロックに埋め込まれたヒーターと冷却窒素

ガスで制御する．試料に接して置かれたた熱電対で温度

を検出する．適当な光源からの光をライトガイドで試料

ホルダーまで導入し，試料を光照射する．照射後，冷却

窒素ガスの流量を最大まで上げ試料を急冷する．25秒以

内に100Kに達する．可動タイプと比べると冷却速度は

比較的遅いが，熱発光測定の主な適応例である酸素発生

系の場合，SQ 電荷分離状態の寿命が５℃で約30秒な

ので，電荷分離状態のトラップには十分な冷却能力であ

る．冷却後，適当な温度制御装置によりヒーター出力を

フィードバック制御することにより昇温速度を制御す

る．この装置では，６～108℃/minの範囲で昇温速度を

正確に制御できる．上に述べた例では，加熱にヒーター

を用いているが，この代わりにペルチェ素子も利用でき

る．

2.b.5.3 発光の検出

熱発光・遅延発光の強度はかなり低いため，その検出

には光電子倍増管（PMT:photo multiplier tube）が用

いられる．クロロフィル蛍光に対応する長波長領域で十

分な感度を持つものを選択する．マルチアルカリの光電

面を持つPMTはバイアルカリ光電面を持つPMTより

長波長感度が高いが，バイアルカリの方が暗電流は低い．

エンドオンタイプの受光面を持つPMT使用が望まし

い．PMTを冷却することにより暗電流を減らし，信号／

ノイズを高めることができる．またシングルフォトンカ

ウンティング計測により微弱光を感度よく測定できる．

PMT冷却機能付のフォトンカウンティング装置が市販

されている．

微弱光測定では試料からの発光を効率よくPMTの光

電面に集めることが重要である．立体角を稼ぐためには

試料とPMTの距離を可能な限り短くする．PMTを試

料に接近して配置する事が困難なら，試料からの発光を

レンズでPMTの光電面に集光したり，試料近傍に光

ファイバーを置いて発光をPMTに誘導したりする．微

弱光測定用にPMT，電源等を一体化したコンパクトな

シングルフォトンカウンティング装置（浜松ホトニクス）

も市販されている．遅延発光測定ではICCD（intensified
 

CCD）も用いられている ．

2.b.5.4 試料の照射

電荷分離状態を実現する為には試料を励起光照射する

必要がある．実験目的により最適な光照射方法（光源，

照射方法，照射条件）を選択する．固定タイプの試料ホ
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図4：固定タイプの試料ホルダーの例
熱交換ブロックに埋め込まれたヒーターと冷却窒素ガスで試
料温度を制御する．リング型ライトガイドで励起光を試料面
まで誘導し，リング型ライトガイドの中空部分を通り，試料に
近接して設置された光ファイバーで試料からの発光を集め
る．



ルダーでは光ファイバーで効率的に試料を照射できる．

以下に，いくつかの例と留意点を述べる．

酸素発生反応の研究では，酸素発生系のS状態（Sと

S状態）と系 還元側のQ（場合によってはQ）間で

起こる電荷再結合に由来する発光を観測する（図1参

照）．通常は試料の閃光照射でこれらを生成する．この光

源としてキセノン（Xe）フラッシュが用いられる．試料

中の全ての系 が１回だけ全部励起されるように，短い

閃光寿命（～3μ秒以下）と強い閃光強度が必要であ

る ．試料の照射温度は，装置の冷却能力・電荷再結合の

寿命・電荷分離対生成の温度依存性を考慮して決める．

熱発光測定の場合，閃光照射後の試料冷却に秒オーダー

の時間が必要なので，特別な場合を除き，酸素発生系と

Q（Q）上で安定化された正負電荷のみが発光に寄与す

る．遅延発光では，これらの電荷分離状態からの発光は

（測定温度にも依存するが）閃光照射後，数百ミリ秒以降

に現われる発光の大部分を占める．酸素発生活性を保持

した試料を暗順応後１閃光照射するとSQ が，Q から

Q への電子移動を止める系 特異的阻害剤（DCMU）を

加えて１閃光照射するとSQ が安定電荷対として生成

するので（図8参照），これらに由来する熱発光や遅延発

光を測定する事で，自作の熱発光・遅延発光装置の能力

や精度の評価が可能である．

低温にピークを持つ熱発光バンド（表1参照）の測定

では，通常，発光温度付近で光照射した後，試料を急冷

する．通常，電荷分離状態形成の量子収率が低いため励

起光として連続光を用いる場合が多い．また，試料を室

温からゆっくりと冷却しながら連続光照射すると，様々

な電荷分離状態が実現し，昇温に伴いそれらに由来する

熱発光バンドが重なって観測される．

遅延発光測定では，試料を秒オーダーの連続光で照射

し，その後の発光減衰曲線の様子を調べることもある．

2.b.6 装置のセットアップ

図5は固定タイプの試料ホルダーを持つ熱発光測定装

置のブロックダイアグラムを示す．リング型ライトガイ

ド（外側）で励起光を試料近くまで誘導し，その中空部

分を通して試料近くまでいく別の光ファイバーで試料か

らの発光を集める（図4）．光ファイバーの反対の出口側

のレンズで発光をPMT受光面に集める．Xe閃光光源

とPMTの前に電動シャッターが置かれている．閃光照

射時にはXe閃光側のシャッターを開け，PMT側の

シャッターを閉じる．閃光照射後，Xe閃光側のシャッ

ターを閉じ，PMT側のシャッターを開けることで，熱発

光測定と同じ光学系で遅延発光の測定ができる．

可動タイプの試料ホルダーを使用する熱発光測定でも

基本的には同じブロックダイアグラムでよい．ただし，

試料照射は測定とは別に行われるので，緑色で囲まれた

部分のみ使う．試料からの発光を効率よく検出するため，

実際には，試料全体を完全に励起できない（飽和していない）
強度の照射閃光でも，強い照射を受ける試料表面からの発光が
より強く検出されるので，S状態遷移に伴う熱発光強度の閃光
照射依存４周期振動を検出できる場合が多い．また，～10μ秒
程度の閃光寿命であれば，詳細な解析が必要な場合を除いて使
用できる．

表1：熱発光バンド・遅延発光成分と発光に関与する分離電荷対

発光 電荷分離対・起源

熱発光バンド 遅延発光成分

バンド名 ピーク温度(℃）

Low temperature bands －250，－220，－200 Chlの凝集体

Z-band ～－160 ChlChl

Zv-band －80to－30 ～150μs  P680(Chl？)Q
A-band ～－15 ～4ms  SQ
A-band ～－15 ～4ms？ His(Yz)Q
Q-band ～＋５ ～2s  SQ
B-band ～＋20 ～30s  SQ
B-band ～＋30 ～60s  SQ
AG-band ～＋40 SQX

C-band ～＋50 ～10min  Y Q
High temperature bands ＋50to＋70 酸化的化学発光

High temperature bands ～＋130 脂質の過酸化

ピーク温度は光照射温度に依存して変化する．
四角内は，光化学系 に由来する発光．緑文字は酸素発生系に関係する発光．
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可動タイプの試料ホルダー測定用ジュワーの透明窓部分

の一部を平面状（図3）とし，試料ホルダー（ジュワー内）

と光ファイバー（ジュワー外）を近接して設置できるよ

う工夫してある．

遅延発光測定のみを目的とする場合は，通常，試料温

度の厳密な制御は必要ないので，試料周りの自由度は高

く，目的に応じたセットアップが可能である．液体試料

の場合は通常の光学キュベットを用いてもよい．励起光

源のアフターグローが問題とならない時間領域のみで測

定を行う場合は光源と試料間のシャッターは必ずしも必

要ではない．シャッターを用いた場合，励起光照射直後

のミリ秒以下の時間領域の遅延発光の測定は困難だが，

現在，この領域の遅延発光測定が必要となる場合はあま

りないと思われる．遅延発光の測定方としては，ベクレ

ルタイプの燐光計を用いる方法があるが，現在ではほと

んど使われていない．

2.b.7 市販の熱発光・遅延発光測定装置

熱発光・遅延発光測定は，その大部分が研究者により

自作された装置を用いておこなわれているが，市販品も

ある．

熱発光装置はPhoton System Instruments社で市販

されている（TL-200/PMT）．この装置は固定タイプの試

料ホルダーを備え，PMTを試料ホルダーの直ぐ上に近

接して設置してある．励起閃光光源はLEDを用い，閃光

照射後，100msからの遅延発光測定もできる．

浜松ホトニクス社では微弱発光計測システム（PMX-

6100，PMX-2100）を供給しており，この装置を用いて遅

延発光測定が可能である．光源と試料間，試料とPMT間

にシャッターがあり，励起光照射後に前者を閉じた後，

後者を開け遅延発光の測定を行う（図6）．両装置とも非

常にコンパクト（PMX-2100は78mm×163mm×125

mm）に作られている．３つのLEDユニットを備えてお

り，LEDの波長を選択することにより目的に応じた様々

なシークエンスによる試料励起が可能である．PMX-

6100では様々な形態の試料に対する試料ユニットが用

意され，専用計測ソフトウエアーにより本体とPCを

USBケーブルで接続するだけで測定ができる．バッテ

リー（5V）ユニットを準備すればフィールドでの測定も

可能である．

2.b.8 熱発光バンド（遅延発光減衰曲線）と

関与する系Ⅱの酸化還元成分

試料を光照射すると，光照射条件等に依存して様々な

熱発光バンドが現われる（図7）．表1は観測される熱発

光バンドとそのピーク温度，起源となる分離電荷対，お
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図5：熱発光測定のブロックダイアグラム
固定タイプの試料ホルダーを使用する場合を示してある．可動タイプの試料ホルダーを使
用する場合，試料の照射は測定系とは切り離されて行われるので，緑色で囲まれた部分の
みが必要となる．



よび対応する遅延発光減衰成分の緩和時間をまとめたも

のである．系 の光化学反応と密接に関連した重要な熱

発光バンドは－50～＋50℃の間に現われる．

2.b.8.1 熱発光バンド

2.b.8.1.1 B-バンド

～＋20℃にピークを示すSQ 再結合由来のB-バン

ドと～＋30℃にピークを示すSQ 再結合由来のB-バ

ンドがある．十分に暗順応した試料を１閃光照射すると

B-バンドのみが現れる（図8）．SQ 再結合による相対

発光強度はSQ 再結合によるものより強い（1.7～2.0

倍）．B-バンドとB-バンドのピーク温度はpHに依存

して変化し，～pH7.5以上では同じピーク温度を示す．

B-バンドのピーク温度はSやSの酸化還元電位の僅

かな変化を反映して変化するので，酸素発生機能に影響

を与える様々な処理がMnクラスターに与える変化を

鋭敏に検出できる．B-バンド（B＋B）の強度は照射閃

光回数に対して４周期振動を示す（図8）．十分に暗順応

した酸素発生系はS：S＝25：75となる状態にあり，

還元側はQ：Q＝25：75の状態にあるので，閃光照射

回数に応じてSQ とSQ 状態にある系 の数は表２

のように４周期で変化する．ミスヒット（閃光によって

も電荷分離が起こらない場合）やダブルヒット（閃光に

よって電荷分離が２回起こる場合）の確率や，SQ とS

Q の発光強度比を考慮すると観測される４周期振動を

再現できる．酸素発生活性に必須のCaイオンやClイオ

ンなどを除去し，酸素発生活性を失った試料のB-バンド

強度の振動を解析して，これらがどのS状態遷移段階に

必要かを調べる事ができる．

2.b.8.1.2 Q-バンド とA-バンド

～＋10℃にピークを示すQ-バンドはSQ 再結合に

図7：主要な熱発光バンド
各バンドの概要を示すための模式図で実測結果ではない．

図8：熱発光B-バンド（SQ）とQ-バンド（SQ）
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図6：遅延発光測定装置（PMX-6100）
（左）装置の全体写真（右上）試料室：ガラス製の試料ビンによる測定（右下）測定系のセッ
トアップ
（写真は浜松ホトニクスの好意による）



由来する．系 阻害剤であるDCMUによりQ からQ

への電子移動を阻害した試料を光照射（閃光又は連続光）

すると現われる（図8）．Q を失った精製された系 コア

標品では，光照射によりこのバンドがあらわれる．B-バ

ンドと同様に，ピーク温度はSやSの酸化還元電位の

僅かな変化を反映して変化する．また，Q-バンドのピー

ク温度は系 阻害剤の種類に応じそのピーク温度が様々

に変化することが知られている．

～－10℃にピークを示すA-バンドはSQ 再結合に

由来する．通常の光照射条件ではこのバンドが現れるこ

とはない．SQ 状態にある試料を２発の閃光で照射し

SQ を作った後急冷し，液体窒素温度77Kで連続光照

射（～1min）する．77K照射では電荷分離の結果Q が

生成し，P680はシトクロム b ，カロチノイド，クロ

ロフィルにより酸化される．昇温に伴い，Q はSと再

結合してA－バンドが現れる．

2.b.8.1.3 A -バンド

～－10℃にピークを示すA-バンドは，Tris処理やヒ

ドロヒシルアミン処理等でMnクラスターが失われた

試料を～20℃で光照射すると現われる．閃光照射でも現

われるが，フルチャージには連続光照射が必要である．

Q と光酸化されたヒスチジン残基（又はY ）の再結合

に由来するとされている．A-バンドと同じ温度に現われ

るがその起源は異なることに注意が必要である．

2.b.8.1.4 AG-バンド

～＋40℃にピークを示すAG-バンドは，電子伝達の逆

行反応によりSQ 状態にあるPS へ電子が供給され

て生成するSQ に由来すると考えられている．電子供

給には光化学系 循環的電子伝達反応が関与している．

2.b.8.1.4 C-バンド

～＋50℃にピークを示すC-バンドはY Q 再結合に

由来すると考えられている．C-バンドは系 阻害剤であ

るDCMUを加えた試料を液体窒素温度で連続光照射

（～2min）すると現われる．SとSは正電荷を持たない

ため，77K照射で生成したQ がY と電荷再結合を起

こす．C-バンドは他の様々な条件においても観測され

る．界面活性剤ミセルに取り込まれたクロロフィルから

も～＋50℃にピークを示すバンドが現れるので注意が必

要である．

2.b.8.1.5 Z -バンド

－40℃～－100℃で試料を連続光照射すると，照射温度

より10～20℃高い温度にピークを示すZ-バンドが現

れる．反応中心標品など，Mnクラスターを持たない試料

でも現われる．P680Q 再結合に由来すると考えられて

いる．

2.b.8.1.6 その他の熱発光バンド

これまで述べた熱発光バンドは光化学反応の結果，系

に生成する正負電荷の再結合に由来したが，系 と直

接関係ない熱発光バンドも存在する．試料を液体窒素温

度で連続光照射すると～－160℃にピークを示すブロー

ドなバンドが現れる（Z-バンド ）．また，試料を液体

ヘリウム温度で連続光照射すると～－200，－220，－

表2：閃光照射による熱発光B-バンドに寄与する分離電荷数の変化と熱発
光強度の変化

閃光回数 0 1 2 3 4 5 6

系 の数 1SQ 1SQ 1SQ 1SQ 1SQ 1SQ 1SQ
1SQ 1SQ 1SQ 1SQ 1SQ 1SQ 1SQ
5SQ 5SQ 5SQ 5SQ 5SQ 5SQ 5SQ
1SQ 1SQ 1SQ 1SQ 1SQ 1SQ 1SQ
熱発光
系 の数 0 5 2 1 0 5 2
強度 0 5 2.7 1.7 0 5 2.7

十分に暗順応した光化学系 （S：S＝Q：Q＝25：75）を閃光照射し，ミスヒッ
ト，ダブルヒットがないと仮定する．
熱発光に寄与する光化学系 の数
熱発光強度＝1×SQ＋1.7×SQ

図9：熱発光B-バンド（B＋B）強度の４周期振動
十分に暗順応した葉緑体を閃光照射し熱発光測定を行いB-
バンド（B＋B）強度を閃光回数に対してプロットした．
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250℃にピークを示すブロードなバンドがあらわれ

る ．これらのバンドは光照射によりクロロフィルの凝

集体においてクロロフィル分子間の電子移動がおこり，

その結果生成したChlChl間の電荷再結合反応に由来

すると考えられている．また，50℃以上の高温では様々

な酸化プロセスや脂質の過酸化に由来するバンドがあら

われる ．これらの過程で生成する一重項酸素などの

活性種からクロロフィルへのエネルギー移動により化学

発光がおこる．これらのバンドは試料を光照射しなくて

も現われるが，光照射によりその強度が高くなる場合が

多い．

2.b.8.2 遅延発光減衰曲線

遅延発光の減衰曲線は様々な寿命を持つ分離電荷対間

の再結合に由来する，異なった時定数で指数関数的に減

衰する曲線の足し合わせと理解される．表1に見られる

ように，各減衰成分の緩和時間より関与する正負電荷対

の種類が推定できる．暗順応した葉緑体標品を１閃光照

射した後の遅延発光減衰曲線を図10に示す．主成分は，

DCMUの存在下では～８秒，非存在下では～70秒で緩

和し，それぞれ，SQ，SQ の再結合に由来している．

藻類やシアノバクテリアの細胞や葉では，様々な部分

で安定化された電荷が関与し，それらの再結合も細胞の

生理状態を反映するため減衰曲線はより複雑となり，指

数関数的に減衰する曲線の足し合わせでは記述できなく

なる．図11は好熱性シアノバクテリア Thermosyne-

chococcus. elongatus 細胞を，様々な条件で光照射した後

の遅延発光の減衰曲線を示したものである．それぞれの

ピークの由来は不明な部分も多いが，細胞の生理状態の

指標となる．

2.b.9 熱力学的パラメーターの算出

様々なモデルに基いた理論式を用い，熱発光と遅延発

光をフィッティングし，発光に関与する分離電荷対再結

合の熱力学的パラメーターを求める事ができる．詳細に

ついてはそれぞれの文献を参照されたい ．

2.b.10 試料

葉緑体標品や光化学系 膜標品，シアノバクテリアや

藻類細胞など溶液中に分散している試料は，固定タイプ

の試料ホルダーの試料用のくぼみに直接のせる．筆者が

用いている可動タイプの試料ホルダーでは，試料（～200

μg Chl/ml），～70μlをピペットでろ紙（15mm×15

mm）に浸み込ませ，アルミ板とアクリル板の間にはさみ

込む．～20μg Chl/ml程度の試料でも十分に測定可能で

ある．生葉などは葉脈などが少ない部分を選び，リーフ

パンチ（または，コルクボーラー）で打ち抜いたものを

直接ホルダーにのせる．試料葉がホルダーに密着するよ

うに注意する．生葉をDCMUなどの薬剤で処理したい

場合は，薬剤が入った溶液中で真空浸透（vacume infil-

tration）する．軽く減圧後，急に常圧に戻すことを数回

図10：SQ とSQ 再結合に由来する遅延発光減衰曲線
十分に暗順応した葉緑体をDCMU存在下（上）又は，DCMU
非存在下（下）で１閃光照射した．15℃で測定．
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図11：シアノバクテリア細胞における遅延発光減衰曲線
好熱性シアノバクテリア（Thermosynechococcus elongatus）
細胞（5μgChl/ml）を赤色光（700nm）で照射（緑），白色光
で30秒間照射→赤色光（700nm）で照射（赤），白色光で30
秒間照射→５秒暗→赤色光（700nm）で照射（青）した後，
遅延発光測定装置（浜松ホトニクス：PMX-6100）で遅延発光
減衰曲線を測定．（勝又，小野 未発表）



行う．葉の表皮を剥いて薬剤が入りの溶液中に浸しても

よい．

2.b.11 熱発光測定に際しての留意点

１)熱発光バンドのピーク温度は，装置によってばらつ

く．実際の試料温度と温度測定用熱電対が示す温度は

必ずしも一致しない．また，試料が均一に加熱されず，

試料中に温度のばらつきや勾配ができるとバンドの形

などに影響を与える．しかし，理論式に従ってバンド

のフィッティングを行い，熱力学的パラメーターなど

を求める場合などを除いては，通常の使用ではあまり

問題とならない．

２)熱発光バンドのピーク温度はpHにより変化する．

生葉で熱発光を測定する場合，凍結，加熱により細胞

組織が破壊される為，単離葉緑体で測定した場合と異

なる温度にバンドが現われる場合がある．

３)熱発光バンドのピーク温度は昇温速度によって変化

する．高い昇温速度ではより高い温度にピークが現わ

れる．

４)凍った試料の融解に伴い昇温速度が変化するため，

０℃近傍に現われる熱発光ピークが歪んだり，偽の

ピークが現われることがある．溶液に凍結防止剤とし

て～25％(v/v）程度のglycerolを添加することにより

改善することができる．

５)光照射する前に試料を十分暗順応させる．暗順応に

必要な時間（と温度）は，測定しようとする熱発光バ

ンドにより異なる．

６)ある処理や条件下で熱発光バンドのピーク温度や形

が変化した場合，変化が系 の酸化側の正電荷キャリ

アーと還元側の負電荷キャリアーのどちら側（又は両

側）に由来するかは原理的にわからない．すなわち，

SQ 再結合由来のB-バンドのピーク温度が変化し

た場合，これがSの性質の変化に由来するものか，Q

の性質の変化に由来するものかを区別する事は出来な

い．しかし，Q の性質が変わった場合はSQ 再結合

に由来するQ-バンドには変化が現われず，Sの性質

が変わった場合はQ-バンドにも同じような変化が現

われる可能性が高い．

７)熱発光測定に使用した試料は，通常，凍結と加熱に

より生理学的な活性を失っている．
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