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要 約

近年,日本の各地で植物工場の研究開発が進

められている.02はC02と同様に植物の光合

成や光呼吸,暗呼吸に関わる環境要因の一つで

あり,短期的な低 02処理は光合成速度を高め

ることが知られている.しかしながら,栽培規

模での長期低02処理が及ぼす影響の知見は十

分ではない.本研究では,まず短期の低02処

理がホウレンソウの光合成速度に与える影響を

調査し,低02環境下では光合成速度が高まる

ことを確認した.次に,長期間02濃度および

CO2濃度を制御できるグロースチャンバーを製

作し,長期の低 02かつ高CO2処理がリーフレ

タスおよびホウレンソウの生育および光合成特

性に与える影響を調査した.その結果,長期間

低02環境で栽培した植物体は葉面積および比

葉面積 (SLA)が有意に減少することが明らか

となった.また,低02環境で栽培した植物の

葉の窒素含有量も有意に低下していた.さらに,

短期の低02処理で確認されたような光合成速

度の増加は確認されなかった.以上の結果から,

暗呼吸の低下により窒素吸収が低下したことが

生育低下の要因であることが示唆された.
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緒 言

現在,地球規模での気候変動や人口の増加等

の深刻な問題により食料の安定的な生産が求め

られている.このような状況の中,施設内で環

境を制御し,安定的かつ高収量の野菜生産が可

能である植物工場が注目されている.琉球大学

農学部でも中城村に閉鎖型のコンテナ式植物工

場を導入して実証試験を2012年度より行ってい

る.植物工場とは ｢植物の生育環境を制御して

栽培を行う園芸施設のうち,環境および生育の

モニタリングを基礎として,高度な環境制御と

生育予測を行うことにより,野菜等の植物の周

年 ･計画生産が可能な栽培施設｣を言う (農商

工連携研究会,2009).要するに,栽培環境を

野菜の生育に最適な環境に制御することにより,

年間を通じて安定的な生産を行うことのできる

栽培施設のことであり,施設外の環境に依存す

ることなく栽培が行えるため,厳しい気候環境

の地域においても野菜の栽培が可能となる.

完全閉鎖型と呼ばれる植物工場においては,
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一般的に光強度や光質,大気や養液の温度,湿

度や CO2濃度がコンピュータ制御により自動

で調節可能となっている.現在,完全閉鎖型植

物工場では高 CO2環境 (1,000-1,500JJmOl

mol-1)での栽培が多くなされており,これは

光合成速度を高め生育期間短縮および収量増加

を目的としたものである (古在,2012).CO2

濃度に限らず,環境を対象植物に合わせて変え

ることにより,収量の増加や栽培期間の短縮化,

または機能性成分の付加などが見込めることか

ら,環境要因と野菜の生育との関係を詳細に理

解する必要がある.

02濃度は光合成,光呼吸および暗呼吸に関

わる重要な環境要因である. Fo汀eSterら

(1966)は,短期的な低02処理実験により1%

02環境下では光呼吸が抑制され,光合成速度

が高まることを明 らかにした. また,

QuebedeauxとHardy (1975)は長期間5%02

環境下で栽培を行うと,C｡植物では乾物重が

増加することを明らかにした.しかし一方で,

5%02環境下で栽培を行ったダイズでは子実収

量が減少する結果を示している.また,複数の

研究者が長期間低02環境下で栽培を行うと,

葉面積展開が抑制されることを指摘している

(福山ら,1974ab,1975;武田ら,1978;Iwabuchi

ら,1996).このような低02濃度に対するネガ

ティブな反応の要因として,暗呼吸の抑制が考

えられるが,明期のみの低02処理においても

葉面積の低下が認められることから,暗呼吸系

以外への影響も示唆されている (武田ら,1978).

さらに,近年では地球外施設 (例えば,スペー

スステーション)での植物栽培も現実味を帯び

てきており,その研究が活発化している (He

ら,2007).地球外の環境においては,02濃度

が地球上に比べ低いため,その制御が必須であ

り02濃度に対する植物の反応を詳細に知る必

要がある.以上のように,これまで制御が行わ

れてこなかった 0 2濃度に対する植物の応答へ

の理解が求められる.

本研究では,まずこれまで報告されている短

期の低02処理による光合成反応を確認するた

め,ホウレンソウを用いて短期的な 02処理実

験をおこなった.次に,長期の02およびCO2

制御実験を行うために特殊なグロースチャンバー

を開発し,長期の低02かつ高CO2処理が,ホ

ウレンソウとリーフレタスの光合成特性および

生育に与える影響を明らかにすることを目的と

し実験をおこなった.

材料および方法

1.低02濃度の短期処理におけるホウレンソ

ウのガス交換速度測定

光合成速度 の測定 にはホ ウ レンソウ

(Spinaciaoleracea)を供試した.種子を水で湿

らせたキムタオル上に播種し,暗所の人工気象

栄 (LH-200,NK System)内で2日間発芽さ

せた.発芽した種子をウレタンキューブ (2.0

Ⅹ2.0Ⅹ2.5cm)に移植し,水で5日間,演

肥 (Hyponica,KYOWA)でさらに7日間育苗

した.育苗中の人工気象器内の温度は21℃,光

量子束密度 (PFD:PhotonFluxDensity)は白

色蛍光灯を用い200JJmOlm-2S-1とし,明暗期

はそれぞれ12時間に設定した.育甫後,正常に

生育した苗を栽培棚に移植し,同様の液肥

(pH 6.3,EC 1.30mScm-1)で21日間栽培

した.液肥の組成は450mgL-1NO｡-N,10.1

mgL-1NH4-N,40.9mgL-1p,169.4mgL-1

K,68.3mgL-1ca,18.6mgL-1Mg,0.52mg

L-1Mn,0.41mgL-1B,and1.54mgL-1Fe

であった.栽培棚の光源には赤青LED (赤 :

育 -3:1,Civilight)を用い,PFDは250FLmOl

m-2S-1とした.室温は21℃であった.21日後



河晴ら:低02かつ高CO2濃度環境下で栽培したホウレンソウおよびリーフレタスの生育および光合成特性 37

に正常に生育した個体をガス交換速度の測定に

用いた.

ガス交換速度の測定は開放型ガス交換速度測

定装置を用いて行った.装置の詳細はFukuzawa

ら (2012)に記載されている通りである.光合

成速度の測定後,測定部位を切除し葉面積の測

定 (L1-3100,Li-Cor)を行い,光合成速度の

結果を補正した.

HLightcuⅣe"の測定を2%および21%02

濃度で行った.正常に生育した異なる4個体を

各02濃度での測定に用いた.02濃度は空気に

99%N2ガスを混和させることで制御し,赤外

線式ガス濃度測定装置 (CGT-7000,Shimadzu)

を用いてモニタリングを行った.測定はPFD

98.5FLmOim-2S-1から6段階に分けて上昇さ

せ,最終PFD 1,738.4FLmOlm-2S-1とした.

測定中の同化箱内の温度は25±0.5℃,CO2濃

度は400±20FLmOlmol-1に制御した.結果は,

Mann-WhitneyUtestにより5%水準で有意差

検定を行った.

2.低酸素チャンバーの開発

図1に02およびCO2濃度制御による長期間

の栽培実験を行うために製造したグロースチャ

ンバーのシステム図を示す.本チャンバーには

02濃度を自由に変えることのできる H低02室"

と,標準大気の02濃度 (約21%)で栽培を行

う H標準室"の2重を設けた.1室のサイズは

W 1,800ⅩD 1,000ⅩH 1,800mmであり,

建材には断熱性に優れた厚さ4.2cmの断熱パネ

ルを使用し,芯材には硬質ウレタンフォームが

用いられている.栽培は循環式の養液水耕栽培

で行われ,光源には赤青LED (赤 :育-3:1,

Civilight) を用いた.温度は室内型エアコン

(CS-F222CZ-W,Panasonic)で制御し,CO2濃

度はCO2制御装置 (COC-1,EspecMic)にて

CO2ボンベを使用して制御した.

本チャンバーの特徴として,N2ガスボンベ

を使用せずに 02濃度を長期間制御できる点に

ある.通常,長期間の02濃度制御栽培実験を

行う際には多量のN2ガスボンベが必要となる.

本チャンバーでは,空気からN2ガスと02ガス

[二二:コ ~~~~｢ll co2制御装置

■- [二二:コ ___--a__---===表--:__---__;--_53_i___■-漉ilt CO2

丁-タロカー由::::≡::lt一tttl

[二』ガス分離膜フィルター

LF エアコン し｣02センサー
やわく●クやわ やわ やb cbl 吋クでわでbでわでbでb l

｣T T † † † † _ * * * * * *l

CO2センサ

【標準圭】 【低酸素室】 N2ガス発生装置 コンプレッサー

図 1.グロ-スチャンバ1.二重線はガス流路,細線はセンサーケ-ブル,点線はLANケーブルを示す
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を分離することのできる膜分離フィルター (N

M-410A,Ubelnd)を備えた,N2ガス発生装

置を用いることで02濃度を長期間安定的に制

御した.N2ガス発生装置はタイマーにてON/

OFF制御が可能である.

各室にはCO2(TR9294,AirTest),室温 (T

型熱電対),相対湿度 (HMP45D,Vaisala)セ

ンサーが備えられており,低02室には02セン

サー (FCXIMVLF,Fujikura)も備えられてい

る.これらの環境データはデータロガ- (DA1

100,Yokogawa)に10秒間毎に集積され,コン

ピュータにてモニタリングした.なお,低 02

は人体にも影響を与えるため,安全を考慮し,

低02室のドアは02濃度18%以下では自動ロッ

クが掛かるように設計されている.

3.栽培方法

栽培実験にはホウレンソウとレッドリーフレ

タス (LactucasalivaL.var.crispa)の2種を

用いた.ホウレンソウの育苗は上記のガス交換

速度の測定と同様に行った.播種から14日後,

苗を育苗用の栽培棚に移植し,栽培実験まで7

日間液肥を用いて育苗した.育苗棚の温度は21

℃,PFDは赤青LEDを用いて250FLmOlm-2S-1

とした.レッドリーフレタスは,ウレタンキュー

ブに播種し,人工気象器内で水で7日間,続い

て液肥で7日間栽培した.人工気象器内の栽培

環境はホウレンソウと同様であった.播種から

14日後,苗を育苗用の栽培棚に移植し,栽培実

験まで14日間液肥を用いて育苗した.育苗棚の

温度は21℃,PFDは蛍光灯を用いて250JJmOl

m-2S-1とした.

低 02かつ高CO2環境下での14日間の栽培処

理を行った.上記の方法で栽培したホウレンソ

ウとリーフレタスを,各処理区24,40個体ずつ

移植し栽培を開始した.低 02室の02濃度は

3% (低02区),標準室の02濃度は21% (標準

区)とした.両室ともCO2濃度は1,500FLmOl

mol-1,室温は21℃,PFDは250FLmOlm-2S-1と

した.明暗期はそれぞれ12時間 (明期6:00-

18:00)で行った.低02処理は明期のみ行い,

暗期開始の18:00にはN2ガス発生装置は停止

させた.しかしながら,02濃度を3%まで再度

低下させるのに約 3時間かかることから,N2

ガス発生装置の始動時間は明期開始 3時間前

(3:00)とした.CO2制御装置,養液循環ポ

ンプ,養液エアレーションも明期の間のみ稼働

させた.

3.ガス交換速度測定および生育調査

14日間の処理終了後,各処理区から平均的な

1個体を選び,携帯型光合成測定装置 (LL6400-

40LCF,Li-Cor)を用いてガス交換速度および

クロロフィル蛍光の測定を行った.測定に使用

する葉面積は2cm2であった.LightcuⅣeの測

定を3%および21%の02濃度で行い,CO2濃

度は1,500FLmOlmoi-1,温度は21℃,湿度は露

点発生装置 (LL610,Li-Cor)を用いて60-70

%で制御した.また,ホウレンソウはCO2濃

度400FLmOlmol-1での測定も行った.

14日間の処理終了後,ホウレンソウとリーフ

レタスの各処理区から6個体と8個体をそれぞ

れ収穫し生育調査に用いた.各個体を地上部と

地下部に分け,葉数,葉面積,新鮮重の測定を

行った.地上部と地下部は80℃の乾燥機内で3

日間乾燥させた後,乾物重の測定を行った.乾

物重の測定後,サンプルを粉砕し,粉末サンプ

ル25mgをNCアナライザー(NC190A,Shimadzu)

を用いて全窒素 ･炭素含有量の測定に供試した.

結果は,Mann-WhitneyUtestにより5%水準

で有意差検定を行った.
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結果および考察

1.低02濃度の短期処理におけるホウレンソ

ウのガス交換速度

2%02で測定したホウレンソウの光合成速度

は21%02で測定した値に比べ有意に高まって

いた (図2).2%および21%02の光飽和点は

ともに1,000JJmOlm-2S-1よりも高い値であっ

たが,本実験における光合成の最大速度は2%

02が27.OJJmOlm-2S-1,21%02が19.8JJmOl

m-2S-1と2%02が高かった.低 02条件下で
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C｡植物の光合成速度が高まることはすでに知

られている (Forresteretal"1966).これは,

Rubiscoのオキシゲネーション反応を始点とす

る光呼吸系が抑制されることで,光呼吸系での

炭素の放出およびエネルギーの消費が抑えられ

たことにより,炭素固定効率が高まるためであ

る.本研究においても,低02条件下でホウレ

ンソウの光合成速度が高まったことから,既報

の結果と一致する.

500 1000 1500 2000

PFD(LJmOlm12sl1)

図2.短期間的な2%02処理がホウレンソウの光合成速度 (LightcuⅣe)に与える影響.

バーは標準偏差を示す.

2.低02かつ高CO2環境下で長期間栽培した

莞野菜の光合成特性

長期間低02かつ高CO2環境下で光呼吸を抑

制した.その結果,1,500FLmOlmol-1C02では,

いずれの植物および処理区においても光合成速

度に差は認められなかった (図3).一万,400

FLmOlmol-1C02では,低02区が標準区に比べ

光合成速度が低下する傾向が認められた.光呼

吸は高CO2環境下でも抑制されることが知ら

れている.そのため,1,500FLmOimoi-1 co2条

件で測定した場合,02濃度に関わらず光呼吸

が抑制されているため,光合成速度に差が生じ

にくかったと推察される.

一万,400FLmOlmol-1 C02ではCO2濃度によ

る光呼吸の抑制は生じておらず,02濃度によ

る影響を強く受けていたと言える.実際に,低

02区,標準区ともに3%02で測定した光合成

速度が21%02よりも高くなる傾向を示し,光

呼吸が抑制されていたと推察された.しかしな

がら,興味深い点として,低02区のホウレン
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◆ 低02区(3%02測定)● 低02区(21%02測定)
◇ 標準区(3%02測定)○ 標準区(21%02測定)
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図3.低02かつ高CO2環境で栽培されたリーフレタスとホウレンソウの光強度の変化に対する光合成
速度反応.

上図:リーフレタス (CO2濃度1,500JJmOlmol~-),中図:ホウレンソウ(CO2濃度l,500JJmOlmol~-),
下図:ホウレンソウ (COZ濃度400〃molmol~').

ソウの光合成速度は標準区の光合成速度に比べ

著しく低下していた.この要因として,まず暗

呼吸の抑制が考えられる.本実験では,暗呼吸

を抑制させないよう暗期にはN2ガス発生装置

を停止していた.しかし,低02室内の02濃度

は暗期には増加するものの最大で10%程度にと

どまっており,暗期の暗呼吸は少なからず抑制

され,その結果下記で示すような窒素の吸収に

影響が生じたと推察される.

気孔コンダクタンスはいずれの植物および処

理区においてもPFDに関わらず,ほぼ一定の

値で推移した (図4).一般的に,気孔コンダ

クタンスは弱光域ではPFDに対し敏感に反応

し,強光域で飽和する (Fukuzawaetalリ2012).

本実験のように,気孔コンダクタンスがPFD

に反応しない原因は定かではないが,これまで
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図4.低02かつ高CO2環境で栽培されたリーフレタスとホウレンソウの光強度の変化に対する気孔コ
ンダクタンス反応.

上図:リーフレタス (CO2濃度1,500JJmOlmol~-),中図:ホウレンソウ(CO2濃度l,500JJmOlmol~-),
下図:ホウレンソウ (COZ濃度400〃molmol~').

琉球大学で行った実験により,植物工場で栽培

した野菜では本実験と同様の気孔コンダクタン

スの結果が度々認められている (未発表).こ

のことから,植物工場のような水,光,C02が

潤沢にある環境下で栽培することが影響してい

ると推察される.また,光合成速度と同様に,

400FLmOlmol-1C02では低 02区が標準区に比

べ,気孔コンダクタンスが低下していた.02

濃度に対する気孔コンダクタンスの反応に関す

る知見はほとんどない.今後,詳細に調べる必

要がある.

光化学系ⅠⅠの量子収率 (⑳PSII)は1,500FLmOl

morlc02では差は認められなかったが,400JJ

molmol-1C02では低 02区が標準区に比べ低

くなる傾向が認められた (図5).この結果か

ら,低 02区では光傷害を受けていた可能性が
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◆ 低02区(3%02測定)● 低02区(21%02測定)
◇ 標準区(3%02測定)○ 標準区(21%02測定)
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図5.億02かつ高COZ環境で栽培されたリーフレタスとホウレンソウの光強度の変化に対するPSII
の量子収率 (◎PSII)反応.

上図:リーフレタス (CO2濃度l,500JJmOlmol~-),中図:ホウレンソウ (CO2濃度l,500JJmOlmol~-),
下図:ホウレンソウ (COZ濃度400〃molmol~').

示唆された.ClarkeとJohnson(2001)は低02

条件下での⑳PSIIの低下を報告している.⑳

PSIIは下記の式により計算される.

⑳PSII - qP ･ Fv■/Fm■ (1)

qP (Photochemicalquenching)は光化学系ⅠⅠ

から光合成および光呼吸へ流れた電子の割合,

Fv■/Fm■は測定光照射時における光化学系ⅠⅠの

量子収率を示している.この式から,⑳PSIIの

低下の要因はqPの低下つまり光化学系ⅠⅠ以降

の抑制によるか,Fv■/Fm■の低下つまり光化学

系ⅠⅠ自体の抑制によるものかを推測することが

できる.その結果,qP,Fv■/Fm■ともに低 02

区が標準区に比べ低くなる傾向が認められ,電

子伝達系だけでなく,それ以降の光合成や光呼
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吸の代謝が低下していることが示唆された (図

6).しかし,本実験ではこれ以上の詳細な検

証は行っていないため,傷害の生じている過程

やその要因に関しては明らかでない.光呼吸系

の役割や存在意義については研究が進められて

いるところではあるが,役割の一つとして強光

環境下のような過剰なエネルギーが発生する状

況において,そのエネルギーを消費し光傷害を

緩和する役割が指摘されている (Kozakiと

db
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Takeba,1996).このことから,光傷害が光合

成を阻害していることが考えられる.

3.低 02かつ高CO2環境下で長期間栽培した

莞野菜の生育および炭素 ･窒素含有量

ホウレンソウ,リーフレタスともに低02環

境下で栽培した植物体の葉面積は標準区の葉面

積に比べ有意に低下していた (表1).また,
ホウレンソウでは低 02区の新鮮重も標準区に

√~ヽ
.㌔ 転 .-､-｡ _+__+_____なミ句∋●I
◆低02区(3%02測定)● 低02区(21%02測定)
◇ 標準区(3%02測定)○ 標準区(21%02測定)

等竃 岩 喜======二二=二二二重
I

I

0 500 1000 1500 2000

PFD(LJmOlm~2S~1)

図6.億02かつ高COZ環境で栽培されたリーフレタスとホウレンソウのCOZ濃度400〃molmol~'測
定時における光強度の変化に対するPhotochemicalquenching (qP,上図)および測定光照射時
における光化学系ⅠⅠの量子収率 (Fv●/Fm-,下図).

表 1.14日間の低02かつ高CO2処理がホウレンソウおよびリ-フレタスの生育に与える影響.

作目 処理区
葉数 葉面積 新鮮重 美乾物重 根乾物重 SLA

(枚 plant~1) (cm2plant~1) (gplant~1) (gplant~1) (gplantll) (cm2mg~1)

ホウレンソウ 低02区 16･3 155･7 11･3 1･62 0･27 0･10

(∩=6)
標準区 17.8 390.8★★ 31.3★★ 2.05 0.50 0.20★★

リーフ 低02区
レタス

(n=8) 標準区

17.4★★ 395.8 20.0 0.98 0.21 0.43

13.3 476.5★ 23.3 0.84 0.20 0.57★

★,★★は 5,1%水準で有意差を示す.(MWUtest)
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比べ有意に低下しており,生育が抑制されてい

た.一方,リーフレタスの葉数は低 02区が標

準区に比べ有意に多かった.これは,低02区

では未発達の葉が多く存在していたためである.

一方,葉および根乾物重は両植物とも処理区間

に差は認められなかった.葉面積に差がある一

方,葉乾物重に差がなかった結果から,比葉面

積 (SLA)は低 02区が標準区に比べ有意に低

くなった.SLAは葉の厚さの指標となること

から,低 02区では葉が厚くなっていることが

示唆された.

低02環境下で栽培した植物における葉面積

展開の低下は,複数の研究者が C｡植物を用い

た実験により指摘している (福山ら,1974ab,

1975;武田ら,1978;Iwabuchietal"1996).

また,武田ら (1978)はC4植物を用いた実験
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においても,C｡植物と同様に葉面積展開の低

下が認められることを示した.そして C4植物

はC｡植物とは異なり,C4回路により維管束小

細胞内のC02の濃縮を行うことにより光呼吸

を抑制することから,葉面積展開の低下は光呼

吸に関係なく生じると結論付けている.

次に,単位葉面積あたりの窒素含有量および

炭素含有量の結果では,窒素含有量では処理区

間に差は認められなかったが,炭素含有量は両

植物ともに低 02 区が有意に高い値を示した

(図7).Priestlyら (1988)も低02による葉面

積の低下と,同時に可溶性糖の多糖類への変換

比率を低下させている点を指摘している.この

ことから,低 0 2葉内には糖が蓄積している可

能性が考えられる.また,単位乾物重あたりの

窒素含有量は両植物体とも低02区が有意に低

ホウレンソウ リーフレタス

図7.14日間の低02かつ高COZ処理がホウレンソウ (n=6)およびリーフレタス (n=8)葉の窒素,炭素
含有量に与える影響.

バーは標準偏差を示す.★は5%水準で有意差を示す.(MWUtest)
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い値を示しており,窒素吸収の阻害が示唆され

た (データ略).窒素吸収が阻害されると葉の

厚化が生じることが知られている (Larcher,

2003).窒素吸収には他の養分吸収と同様にエ

ネルギーが必要であり,そのエネルギーは暗呼

吸に依存している.このことから,低 02によ

る暗呼吸の低下が窒素吸収を阻害し,葉の厚化

が生じたと推察される.
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Abstract

Thenumberofcompletelyclosed-typeplant

factorieshasbeengrowingremarkablyinJapan.

CO2enrichmentisacommonmethodforin-

Creaslngthenetphotosynthesisinsuchclosed

plantfactories.Theresponsesofleafphotosyn-

thesistoO2COnCentrationinC3 Plantshave

alsobeenrecognizedasanimportantenviron-

mentaHactorregulatlngPhotosynthesis.Inthis

study,丘rstly,wemeasuredphotosyntheticre-

sponsestoacutechangeof02COnCentrationin

splnaChandcollfirmedthatthephotosynthetic

ratewasenhancedbyshort-term exposureto

low O2COnCentrations.Next,anew growth

chamberwasdevelopedinordertodetermine

theeだectsoflong-termexposuretolow02and

highCO2COnditionsongrowthrateandphoto-

synthesisinleaflettuceandsplnaChLeafarea

andspeci丘cleafareaofplantsgrown at3% 02

wereslgni丘Cantlylowerthanthoseofplants

grown at21% 02inleaflettuceandsplnaCh

Moreover,totalnitrogen contentofplants

grown at3%02WasSlgni丘Cantlylowerthan

thatofplantsgrownat21% 02.From the

presentresults,ltisthoughtthatthedecrease

ingrowthratewascausedbyadecreaseinni-

trogenaccumulationrelatedtodarkresplration.
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