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植物葉の蛍光リモートセンシング計測システムの開発とストレス障害 

 

増田 健二 
技術部 プロジェクト・安全支援部門 

 
CCD 分光器を用いて、酸性液（pH 4.0：緩衝液）や有害紫外線(UV-B,C）などの植物のストレス要因を与

え、植物葉のクロロフィル濃度やその他化合物の構成要素に関する情報をレーザー励起蛍光法 
(Laser-Induced Fluorescence, LIF 法) によりスペクトル解析する。CCD カメラを用いて、クロロフィル量の

有無による蛍光の葉内分布の違いを明らかにするとともに、ここで得られた知見をもとに、ストレスによ

る LIF スペクトルへの影響について調べた。また遠隔計測システムの開発として、 CCD カメラによる二

次元的なクロロフィル蛍光画像解析法を確立する。太陽光スペクトル中の暗線による FLD (Fraunhofer 
Line-Discrimination) 法を用いた植物蛍光分布画像システムの開発を行う。生育場所において直達太陽光励

起による植物葉蛍光を計測する。 
 

１．はじめに 
植物における活性酸素生成（ストレス）要因としては、水分・土壌など様々なものがあるが、本研究で

は地球環境の悪化の一原因となっている大気汚染物質（NOx, SO2, etc.）による酸性雨とオゾン層破壊に起因

する有害紫外線（ultraviolet B : UV-B）に着目した。これらの大気汚染物質に暴露した植物葉から放射され

るクロロフィル蛍光スペクトルをレーザー励起蛍光 (Laser-Induced Fluorescence : LIF) 法 [1],[2],[3]を用い

て測定し、光合成能力とストレス指標を評価した。クロロフィルから放出される蛍光を解析することによ

り、葉の組織を壊さずに非接触で葉緑体中の光合成能力、すなわちストレスシグナルを計測する。高スト

レス状態では、活性酸素濃度が増加して光合成が抑制される。植物葉からの LIF は、照射するレーザー光

の波長によってそのスペクトルが異なる。可視レーザー光で励起した場合には、主にクロロフィルの２つ

の化学反応系 I，II に関係した赤色 (690 nm) から近赤外(740 nm)で極めて強い蛍光が見られ、このスペク

トルの変化を解析することにより、植物葉のクロロフィル濃度や光合成色素の構成要素に関する情報が得

られる。また紫外レーザー光励起の場合には、クロロフィル以外にもフラボノイドによる緑色（490nm）

蛍光が見られる。本研究では、クロロフィル量の有無による蛍光の葉内分布の違い等を観察するとともに、

ここで得られた知見をもとに、ストレスによるLIF スペクトルへの影響について調べた。 
 
２．レーザー励起蛍光法 
試料植物葉として、緑色の葉に白色の斑入りのポトス（Pothos、Epipremnum aureum）葉を用いたときの

蛍光顕微鏡（Leica TCS SP8）写真を示す。倍率 63 倍で表面から 100μm 程度の深さまで測定が可能である 
(Fig.1)。LIF 測定ではCCD 分光器 (Ocean Optics USB2000)を用いて蛍光スペクトルを測定する。532nm レ

ーザー光による励起 (Fig.2-a)では、クロロフィルによる 650－770nm の赤色の蛍光があり、690nm（F690）
と 740nm（F740）に蛍光のピークが見られる。F740 は、光合成活性状態のチラコイド膜上に存在する光化

学系Ⅰのクロロフィルから発せられており[4]、これらのクロロフィル蛍光強度比（ F740/F690 ）は、植物

生体内でのクロロフィル濃度の指標[5]となることが知られている(Fig.2)。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2 ポトス葉を用いてLIF 法による蛍光強度測定：a, 紫外（355nm, 78mW）、b,可視（532nm,27mW）。

クロロフィルをほとんど含まない白葉では、740nm（F740）の蛍光ピークがなくなり、690nm（F690）
の蛍光ピークも半分程度の強度となった。紫外励起による 490nm（F490）の蛍光ピークの比較におい

て、フラボノイド量に依存した蛍光強度が観測された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1  ポトス葉の蛍光顕微鏡写真：a,ポトス葉の写真、b,緑葉部分、c,白葉部分。緑葉では深さ 30μm
程度からの棚状組織にクロロフィルから発せられる赤色－近赤外域の蛍光が見られ、表皮（クチクラ）

では 5μm の厚さでフラボノイドによる緑色蛍光が観察される。白葉では、赤色蛍光は米粒状に点在し

ており、緑色蛍光もより薄くなり楕円縞模様となっている。 

Fig. 3 ストレス障害による蛍光顕微鏡写真：a, Natural, b, UV-C Exposure, c,PH-4.0 Exposure , 厚さ 5μm の

フラボノイド蛍光（a）が UV-C の 6 時間暴露(b)によって 15μm 程度に増殖し、クロロフィルが減少し

ている。酸性水(pH 4)に葉の表面を 6 時間浸水させた後、1 週間放置した場合、葉は黄色く変色し、ク

ロロフィル・フラボノイドともに減少している。 
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３．ストレス障害と蛍光スペクトルの関係 
試料植物葉としてモンステラ（Monstera）を用いた。酸性水（pH 4）や有害紫外線（UV-C）などの植物

のストレス要因を与え、植物葉のクロロフィルやフラモノイド濃度に関する情報を蛍光強度比（F740/F690）
や F490 の強度比較によって取得する。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
４．広角レンズを用いたLIF 法による葉面の蛍光分布測定 
可視域（532nm）レーザー光を拡幅し、白板に貼り付けた葉面全体に照射する。CCD カメラ（BITRAN 

BU51LN）に広角レンズと干渉フィルタ（CWL:750nm, FWHM:40nm）を取り付け、F740 の二次元的な蛍光

画像を取得する (Fig.5)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
５．植物葉蛍光リモートセンシング計測 

Fig.6 のように、数 10m の距離の植物葉の蛍光をリモートセンシング計測するシステムとし 
て、微弱な蛍光を天体望遠鏡 (口径 200 mm) により集光させる。さらに、レデューサを装着さ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 5 LIF 法による葉面の蛍光分布：a, モンステラ葉の中央（茶色）部分をUV-C で 6 時間暴露したデ

ジタルカメラ写真。c, 532nmlaser の反射光。b, 蛍光画像。UV-C ストレスによってクロロフィルが減

少し、蛍光強度の減少が画像として取得できた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 4 モンステラ葉のストレス障害による蛍光スペクトル、LIF 法では、UV-C(a)と酸性水 pH-4(b)ストレ

スにより、光化学系Ⅱのクロロフィル蛍光（F740）は半分程度の強度となったが、光化学系Ⅰの F690 蛍

光には変化は見られず、740nm ピーク蛍光とクロロフィル濃度の関連性が確かめられた。また、フラボ

ノイド蛍光（F490）強度の上昇が見られた。 
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せ、焦点距離を短縮させると、画角が広 
くなり明るい (小さな)像が得られる。 
Fig.6 (a) のように、CCD カメラとフィル 
ターを用いて、強度分布画像を取得する。 
また、レデューサの結像位置に平凸レン 
ズ置き、ファイバーに集光し分光器に受 
光して、強度を向上させる (Fig.6- b)。 
 
 
６．天体望遠鏡を用いたLIF 法による 

葉面の蛍光分布測定 
試料植物葉として、緑色の葉に白色の斑 

入りのポトス（Pothos、Epipremnum aureum） 
葉を用いた。ポトス葉は、緑葉部分には多くのクロロフィルを含むが白葉部分にはほとんどクロロフィル

が含まれていない。Fig.7 (a) のように 532nm レーザー光を拡幅し植物葉の全面に照射して、天体望遠鏡 (口
径 130 mm)により集光させ、冷却式CCD カメラ（BITRAN BU-51LN）、レデューサ、干渉フィルター (CWL 
750 nm, FWHM 40 nm) を用いて、二次元的なクロロフィル蛍光 (F740) 強度分布画像を取得した。Fig. 7 (b) 
は距離 10 m から撮影 (積分時間 20 ms) した通常のCCD カメラ画像で、白葉部分からの反射光が強くなっ

ている。Fig. 7 (c) は干渉フィルタを用いて撮像した蛍光画像 (積分時間 50 s) である。緑葉部分が白く写

り、クロロフィル蛍光強度を示している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

７．直達太陽光励起による蛍光スペクトル計測 

屋外において直達太陽光励起による植物葉蛍光リモートセンシング計測システムを開発する前段階として、実

験室において距離 15 m で直達太陽光励起による植物蛍光スペクトル計測を行った。試料植物葉として，モンス

テラ (Monstera) を用いた。直達太陽光 (94,800 lx) が葉全面に照射するように配置した。15 m の位置に望遠鏡 

(口径130 mm) を設置し、CCD分光器 (Ocean Optics USB 2000) を用いて計測する。Fig.8にレーザー励起蛍光 

(LIF) 法および直達太陽光励起蛍光 (Direct-Solar Radiation Induced Fluorescence, DSRIF) 法[6],[7]によるモンス

 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 7 植物葉蛍光リモートセンシング計測：a, 532nm レーザー光をポトス葉に照射する。b, 10mの距

離からCCD カメラを用いて撮影（積分時間 20ms）すると白葉部分が反射光は強いため白く写る。c, 干
渉フィルタ（CWL:750nm, FWHM:40nm）を用いて蛍光（積分時間 50s）を撮影する。緑葉部分が白く

写り、蛍光分布が撮影できた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig.6 リモートセンシング計測システム 
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テラ葉の蛍光スペクトルを示す。LIF法の蛍光スペクトルに対して、DSRIF法では葉表面からの反射光も含まれて

おり、除去する方法が必要となる。 

 屋外において、 20～30 m の距離にある樹木 (ｸｽﾉｷ・ﾏﾂ・ｶｴﾃﾞ・ｲﾁｮｳ)について、直達太陽光励起による植

物蛍光スペクトル計測を行った。DSRIF 法では葉表面からの反射光も含まれ、蛍光のみのスペクトルとはなって

いないが、緑葉の広葉樹のクスノキと針葉樹のマツについては、クロロフィル蛍光波長(F740) に蛍光のピークが

見られる (Fig. 9)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
８．直達太陽光励起による植物蛍光分布画像 

CCD分光器 (USB2000) を用いて計測さ 
れた直達光、760.68 nm透過 (FWHM 1 nm) 
フィルター装着時の透過光、および、実験 
室内でのモンステラの葉からのレーザー励 
起 (532 nm, 27 mW) 蛍光スペクトルを示す 
（Fig. 10）。太陽光誘起のクロロフィル蛍 
光は非常に微弱なため、太陽スペクトル暗 
線（solar blind、O2線：759～762 nm）域を 

利用する。技術的には、CCD カメラを用い 
て葉面全体の蛍光分布画像を取得した。積 
分時間はいずれも 100ms であり、距離は、 
 (a) クスノキ 30m (b) マツ 25m (c) カエ 
デ 20m (d) イチョウ 25m である。緑葉のク 
スノキとマツの場合にクロロフィル蛍光強 
度が大きいことがわかる（Fig. 11）。     Fig.10 太陽スペクトル暗線（O2線：759～762 nm） 

 
９．まとめ 

532nm レーザー励起した場合には，クロロフィルの 赤色(670nm) から近赤外（740nm）で極めて強い蛍

光が見られ、このスペクトルの変化を解析することにより、植物葉のクロロフィル濃度に関する情報が得

られる。紫外域の 355nm レーザー励起した場合には、クロロフィル以外にもフラボノイドからの緑色

(490nm)の蛍光スペクトルが見られる。これら化合物の種類および濃度から蛍光強度や共焦点蛍光顕微鏡に

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig.8  LIF とDSRIF スペクトル比較       Fig.9 屋外樹木のDSRIF スペクトル 

 



よる観察から葉内分布の違い等を明らかにするとともに、赤色蛍光（F670）と近赤外蛍光（F740）の蛍光

強度比（F670/F740）とクロロフィル濃度の関係を解析することによりストレスによる影響について調べた。

緑葉と白い斑入りのポトス葉を用いてCCD カメラを用いて葉面全体の蛍光分布画像を取得した。この特徴

を応用した LIF 法による葉面の蛍光分布画像計測は、植物の生育状態をリモートセンシング的に測定でき

る有効な方法である。今後は、屋外での FLD 法を用いてクロロフィルなどの蛍光解析に応用する。クロロ

フィル蛍光は太陽光に比べて非常に微弱なため、太陽スペクトルの暗線（O2 線-A バンド：760.68 nm）域

を利用する。この方法では、太陽光エネルギーによる生育場所において光合成能力に伴う、環境悪化に伴

うストレス評価への活用などに期待される。 
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Fig. 11 直達太陽光励起蛍光 ( DSRIF) 画像 (a) クスノキ, (b) マツ, (c) カエデ (d) イチョウ 

 


