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光合成ガス交換とクロロフィル蛍光の同時解析は，研

究者独自の考案により1990年代頃より報告されている．

代表的なものとしては，Gentyら のPSIIの量子収率か

らの電子伝達速度算出の正当性の確認，Di Marcoら や

Harleyら の葉肉細胞におけるCO 拡散伝導度の評価

法，Miyake&Yokota のwater-water cycleなどのオ

ルターナティブ電子伝達活性の評価等に用いられてき

た．いずれも，それらのパラメータを評価するのに重要

な情報を与えたが，精度高く定量的に評価すると言う意

味では限界がある手法でもある．

しかし，ガス交換とクロロフィル蛍光を同時測定する

ことにより，原理的にはPSIIからの電子伝達活性への

光の利用効率からRubiscoサイトでのCO 固定活性ま

での反応が生葉レベルで定量的に，しかも非破壊的に比

較考察できる解析手法であるので，光合成全体の反応の

調節機構やポテンシャルとしての総合能力を評価するに

はもっとも有力な手法であることは間違いない．

ここでは，Miyake&Yokata およびMakinoら の

報告に従い，ガス交換とクロロフィル蛍光の同時解析に

よって評価可能なパラメータを紹介し，理論と問題点お

よび測定上の注意事項について解説する．なお，本書で

は，カス交換解析の技術は，(2)1．にて，クロロフィル

蛍光解析の技術は(4)2aおよび(4)3a．にて紹介される

ので，それらの詳細な原理や測定法については割愛する．

3.b.1 同時測定の原理と理論

光合成ガス交換法により測定される光合成速度（CO

交換速度）から，Farquharらの光合成モデル理論［詳細

は(2)1a］に基づくと，その測定された光合成速度を説明

するリニア電子伝達速度が算出可能となる（Jg，単位は

通常葉面積当たりでμmol e m s ）．

Jg＝ A＋Rd 4Cc＋8Γ /Cc－Γ (1)

Aはガス交換で測定される光合成速度（光呼吸速度を

含めた光合成速度を意味する，単位はμmol COm

s），Rdは測定条件の光強度下における呼吸速度（単位

はμmol COm s），Ccは葉緑体内でのCO 分圧（単

位は通常Pa），Γ は光合成速度と光呼吸速度間のCO

補償点で，Rubiscoの酵素的キネティックパーラメータ

であらわされる．

Γ＝0.5Vo Kc/Vc Ko (2)

VcとVoはRubiscoのカルボキシラーゼ活性とオキ

シゲナーゼ活性それぞれのVmax（単位はともにmol
 

mols）でKcとKoはそれぞれRubiscoのカルボキ
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シラーゼ活性のCO に対するKm（単位は通常Pa）とオ

キシゲナーゼ活性に対するKm（単位は通常Pa）である．

一方，同時測定したクロロフィル蛍光解析から測定さ

れたPSIIの量子収率よりGentyら の式を用いてPSII

での電子伝達速度が算出される（Jf，単位はμmol e m

s ）．

Jf＝αIΔF/Fm’ (3)

ΔF/Fm’はPSIIの量子収率，Iは光合成ガス交換クロ

ロフィル蛍光の同時測定を行っている時の葉の表面での

光強度（単位はμmol quanta m s），αはその光測定条

件でPSIIが吸収する光強度の分配割合を意味し，Genty

らの報告 に基づき，弱光（100μmol quanta m s 程

度），低O 分圧（1kPa程度），高CO 分圧（100Pa程

度）の測定条件ではJgはJfに等しいと仮定して算出す

る．通常は0.4から0.45くらいの値が得られる．

このようにしてクロロフィル蛍光解析により求めた

PSIIの電子伝達速度はガス交換解析で求めた電子伝達

速度Jgを上回ることが多く，その差がオルターナティ

ブな電子伝達速度Jaとみなされる．

Ja＝Jf－Jg (4)

ここで算出されるJaはwater-water cycleの電子伝

達活性が高い場合にはプラス側の値に，PSIサイクリッ

ク電子伝達活性が高い場合にはマイナス側の値に振れ

る．

3.b.2 同時測定の理論上の問題点

ガス交換速度より電子伝達活性を算出する式(1)にお

いて，いくつかの問題点がある．まず，呼吸速度Rdの算

出である．呼吸速度は明暗の条件で異なることが知られ

ている（明所呼吸の方が暗所呼吸より小さい）ので，暗

所で測定された呼吸速度をここに代入することは正しく

ない．Brooks&Farquharは光強度を変えて測定される

見かけ上のCO 補償点に違いからRdを算出する方法

を報告している ．理論的には正しい算出法であるとさ

れているが，実験誤差を伴いやすい．Ccの算出も簡単で

はない．これについては(2)1b.cにおいて詳しく解説さ

れるのでそちらを参照されたい．また，Γ の算出も無視

でき得ない誤差を伴う．Γ の算出もBrooks& Farqu-

harの報告 に従い可能であるが，上でも述べたように

誤差を生じやすい．彼らはホンレン草を用い25℃で4.27

Paという値を見出し，別にRubiscoの酵素キネティッ

クより求めたJordan& Ogren の値と一致しているこ

とを強調している［式(2)より算出］．しかし，Jordan&

Ogrenの報告でもKoの測定に大きな問題点がある．ま

た，Rubiscoのキネティクス値自身文献により値が大き

く異なる（例えばvon Caemmerer& Quick を参照）

ので，正しい値の採用が難しい．

また，式(1)のもっとも大きな問題点は，測定される

CO 交換速度がすべてリニアな電子伝達活性によって

説明される光合成であることが前提となっており，サイ

クリック電子伝達活性の関与が考慮されていない点であ

る．近年，いろいろな環境条件でサイクリック電子伝達

活性が光合成全体の反応に貢献していることが明らかに

なってきており，解釈には十分な注意が必要となる．上

でも述べたように，サイクリック電子伝達の関与はJa

をマイナス側に振る要因となる．

クロロフィル蛍光解析によるPSIIの量子収率より電

子伝達活性を算出する式(3)においては，測定条件の光条

件でPSIIが吸収する光強度割合αの算出方法に問題点

がある．αはGentyらの報告 に基づき，弱光条件で光

呼吸を抑えた低O 分圧/高CO 分圧下ではオルターナ

ティブの電子伝達は生じない前提で算出している．しか

し，低O 分圧下では，サイクリック電子伝達活性が促進

されるとの報告もある ．また，光強度の上昇等に伴い

このα値が変化する可能性も否定できない．

以上のように，ガス交換とクロロフィル蛍光を同時測

定は，光合成全体の反応の調節機構やポテンシャルとし

ての総合能力を評価する非常に有力な手法ではあるが，

いくつかの問題点を含む解析法であることを認識しなけ

ればならない．

3.b.3 同時測定の注意事項

光合成測定を行う場合，葉面での光強度，温度，CO 分

圧，O 分圧および湿度が厳密に制御可能な装置が備わっ

ていることと，その測定に耐え得る厳密な同化箱装置を

作製されていることが必要不可欠であることは言うまで

もない．また，同化箱装置内では葉面におけるCO の拡

散境界面抵抗が測定値に影響を及ぼさないように十分な

風速が与えられること，同化箱内外のガスの巻き込みや

漏れが生じない工夫も必要である．一般には，ファンが

内蔵された同化箱装置が用いられ，同化箱内の空気圧が

外気に対して多少陽圧になるような設計がされる場合が

多い．例えば，Sharkeyら考案した装置 では，論文に

は記載されていないが，同化箱にはマノメーターがセッ

トされており，外気に対して１％ほど陽圧が保たれるこ

とが確認できるようになっている．また，彼らはFarqu-
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harの式を用いて，光合成速度を計算する時も大気圧プ

ラス１％の補正を行っている．

近年では，米国のLi-Cor社製のポータブル光合成装置

LI-6400が広く普及している．この装置では上記の条件

をおおよそ満足するものである．しかし，同化箱内がど

のくらい陽圧にされているかは公表されていない．また，

低CO 分圧条件での外気CO の巻き込みや高CO 条件

でのCO の漏れも確認されており，装置そのものを包み

込むエアバッグを併用して，外気とのCO 分圧差を可能

な限り小さくして測定することを推奨する報告 もあ

る．いずれにせよ，これらのCO の巻き込みや漏れがな

いことの確認は，熱処理した葉を同化箱にはさみ，CO

フリー条件や100Pa以上の高CO 分圧ガスを同化箱に

流し込み，同化箱流入前後の空気のCO 分圧に差が生じ

ないことでチェックできる．

ガス交換とクロロフィル蛍光の同時測定でも同化箱の

工夫を凝らす必要がある．なぜならば，ガス交換はなる

べく同化箱前後でのCO 分圧差を大きくすることが望

まれるため，ある程度測定面積を確保した同化箱が必要

となる．例えば，Li-Cor社のLI-6400では標準タイプと

して6cm の同化箱が設定されている．Walz社から販

売されているポータブル装置GFS-3000でも同等の測定

面積が確保されている．しかしながら，クロロフィル蛍

光測定では測定光が葉面に均一に照射されることをが厳

密に要求されるので，比較的小さなスポット測定で行わ

れる（通常は1cm 程度）．すなわち，同時測定を行う場

合は，大きな面積に厳密に均一な光強度の照射が求めら

れる．Li-Cor社から販売された最初の同時測定装置LI-

6400Rは販売直後に一旦製造中止となり，現行のモデル

では同化箱面積が2cm まで小型化された．おそらく，初

期型のものでは，測定光の均一性に問題があり，改良が

加えられたものと想像している．しかし，同化箱の小型

化はやはり，同化箱前後のCO 分圧差を小さくするため

カス交換測定の精度を下げるものであった．例えば，こ

の装置を用いての弱光条件や各種ストレス条件での光合

成速度解析は測定される絶対速度が低いため無視でき得

ない誤差を生じさせる．また，例えば，上述のα値の正

確な算出も困難となる．最近，Walz社から測定面積が8

cm 確保されたクロロフィル蛍光同時測定ユニット

3055-FLが販売されたが，残念ながら，筆者はその使用実

績の情報を得ていない．

自作する場合は，さらに同化箱内でクロロフィル蛍光

測定のためのファイバーが光源からの影を落とさないよ

うな工夫も必要となる．リングライトのように同化箱の

周囲から均一に光照射ができ，ライト穴の中央から蛍光

測定用のファイバーが組み込めるような装置が良いであ

ろう．筆者らは日本ピー・アイ社のCOLD SPOTスクエ

アリングライトを使い，ファイバーからの影が同化箱に

落ちないように作製した装置で解析を進めている ．
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