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研究成果の概要（和文）：酸素漏出バリアはイネなどの水の多い環境に適応した湿生植物がもつ耐湿性の重要形
質である。イネは過湿ストレスを受けてから誘導的にバリアを形成する。しかし、過湿ストレスをどのような環
境変動として、どの組織で感知しているかどうか？は未解明であった。本研究課題を通じて、土壌湛水の初期の
環境変化である硝酸態窒素量の低下が、イネの酸素漏出バリア誘導のトリガー（きっかけ）であることを明らか
にした。また、感知組織の特定のために必要な、２次元酸素オプトード法とスプリットルートシステムを最適化
することができた。しかし、研究期間内には目的として掲げていた感知組織の特定を完了することできなかっ
た。

研究成果の概要（英文）：A barrier against radial oxygen loss (ROL) is an essential trait for 
waterlogging tolerance in wetland plants. Rice inducibly forms the barrier to ROL under waterlogged 
conditions. However, whether and which tissues sense waterlogging as an environmental trigger? It 
was not known yet. Through this research project, we found that a reduction of nitrate-nitrogen, an 
early environmental change during soil waterlogging, triggers the induction of the ROL barrier in 
rice. We also optimized the two-dimensional oxygen optode and a split-root system to identify 
sensing tissues. However, we could not identify the sensing tissues within the project period.

研究分野：植物分子遺伝学

キーワード： 湿害　洪水　二次元酸素オプトード　酸素センサー　耐湿性　気候変動

  ３版

   7渡航期間： ヶ月

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
酸素漏出バリアは湿生植物が持つ耐湿性の重要形質である。本研究により、イネが硝酸態窒素量の低下が酸素漏
出バリアの誘導のトリガー（きっかけ）となることが明らかになった。これにより、酸素漏出バリア形成の感知
に関わる、上流のシグナリング研究が可能となった。この感知機構を含んだ、上流の転写因子の研究は酸素漏出
バリアを形成できず、湿害（湛水による生育阻害）が問題となっている畑作物の耐性強化に寄与する。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
我が国の食糧自給率を増やすために水田転換畑で問題となっている畑作物の耐湿性向上が求め
られている。しかし、強耐湿性の育種材料がないだけでなく、植物の耐湿性メカニズムに未解明
な部分が多く、耐湿性品種の作出は困難である。 
土壌から水が適切に排水されない場合、土壌は嫌気状態になる。コムギ･オオムギなどの畑作
物の多くは根に通気組織をつくり拡散により酸素通気を行う。しかし、根端へ移動する酸素の 30
〜40%が土壌へ漏出してしまうため、成長点のある根端部へ供給される酸素量が減少し、根の伸
長の停止や障害が生じる。一方、耐湿性の高いイネなどの湿生植物は、基部の通気組織の外側(外
皮)に、酸素の漏出を抑制するバリア(酸素漏出バリア)を形成する。これにより、根端まで効率よ
く酸素を供給し、嫌気状態となった過湿土壌で根を伸長させることができる(Armstrong et al., Ann 
Bot, 86:687-703 (2000))。植物の耐湿性には根端への酸素運搬が必要であるが、通気組織の形成だ
けでは十分でなく、酸素漏出バリアを形成して根端まで効率的に酸素を供給することが重要で
ある。 
湿生植物の酸素漏出バリアが確認されて 70年が経過したが、長い間その構成物質や分子メカ
ニズムは未解明のままである。1998 年、イネが酸素漏出バリアを好気的な土壌条件では形成せ
ずに、過湿ストレスに応じて誘導的に形成することが発見され(Colmer et al., J Exp Bot, 49:1431-
1436 (1998))、誘導メカニズムの研究が進展した。その後、イネを材料とした誘導的なバリア研
究により、バリアの主要な構成成分が疎水性ポリマーのスベリンであることが分かってきた
(Kulichikhin et al., Plant Cell Environ, 37:2406-2420 (2014))。そのような状況の中、我々はイネのバ
リア誘導のタイミングを特定し(Shiono et al., Ann Bot, 107:89-99 (2011))、バリア形成中に外皮で
発現する 98個の遺伝子を同定した(Shiono et al., J Exp Bot, 65:4795-4806 (2014))。さらに、アブシ
ジン酸（ABA）がこの 98 個の遺伝子の多くを誘導し、バリア形成に ABA シグナリングが関与
することを明らかにした（当時投稿中、Shiono et al., New Phytol, 233: 655-669 (2022)）。しかし、
ABAシグナリングの上流に位置する、環境変動のセンシングメカニズムは未解明であった。 
 当時、我々は硝酸態窒素量の低下がイネの酸素漏出バリアの誘導する予備的な結果を得てい
た。研究を深めることで、その環境変動のセンシング機構とバリア誘導シグナリングについて、
明らかにできる可能性があった。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、ABA シグナリングの上流に位置する、環境変動を感知する組織とその組織におけ
る遺伝子発現変動を解析することで、バリア形成の分子メカニズムの解明を目指した。なお、そ
の環境変動を感知する組織の特定には、時間的、空間的に酸素分布を観測できる非破壊酸素セン
サである２次元酸素オプトードを利用する必要があった。そのため、二次元酸素オプトードの開
発者の一人である、南デンマーク大学（デンマーク）の Ronnie N. Glud教授との国際共同研究に
より、本技術を駆使して感知に関わる組織の特定を進めた。 
 
３．研究の方法 
 
環境変動を感知する組織の特定を目的に研究を進めた。具体的には（1）硝酸態窒素量の低下に
よる酸素漏出バリア形成誘導の詳細を把握、（2）空間的に根の一部分だけ、生育条件を変化させ
ることができる特殊な栽培条件（ここではスプリットルートシステムと呼ぶ）の確立、（3）スプ
リットルートシステムでの栽培によるバリア誘導の確認を試みた。 
 
４．研究成果 
 
まず、硝酸態窒素量の低下が酸素漏出バリア形成の誘導に寄与することを確認することにした。
当研究室で、従来、用いてきた水耕液では、NO3NH4を硝酸の供給源と利用していたため、硝酸
態窒素単独の影響評価ができなかった。そこで、Ca(NO3)2を硝酸の供給源に変更し、新たな水耕
栽培法を確立させた。組成の変更が酸素漏出バリア形成に影響しないことを確認した。 
続いて、硝酸態窒素の低下がバリア形成に与える影響を評価することにした。イネは好気的な
水耕液では酸素漏出バリアを形成しない。ところが、他の成分組成はそのままにして、水耕液中
の硝酸態窒素量のみを低下させたところ、硝酸イオン濃度が 1.1 mMよりも低下すると好気的な
条件であるにもかかわらず、酸素漏出バリアが誘導されることが分かった（図１a）。酸素漏出バ
リアの構成成分はスベリンであると考えられている。そこでスベリンの染色パターンを評価し
たところ、バリア形成した根で外皮のスベリン層の発達が確認できた（図１b）。 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１. 硝酸態窒素量の低下が好気条件で生育したイネの酸素漏出バリア形成に与える影響 
(a)酸素漏出量の定量によるバリア形成評価．酸素漏出バリアが形成された根の基部は酸素漏出量
がゼロに近くなっている．（b）スベリン染色パターン．スベリン化した根は黄色の蛍光として検出される
（黄色矢頭）。青色は自家蛍光．フロロイエロー088 染色法．CP: 皮層．epi: 表皮．exo: 外皮．scl: 厚
壁組織． 

 
嫌気還元状態となった水耕液では、0日目に 4.4 mMあった硝酸態窒素は７日間で 2 mMまで
低下し、イネはバリアを誘導的に形成する。そこで、過剰に 3 倍量の Ca(NO3)2を水耕液に添加
することで、嫌気還元条件にあっても硝酸態窒素量が標準添加量よりも高く維持できる水耕液
を用意した。その条件でイネを栽培したところ、嫌気還元条件にあっても酸素漏出バリアの形成
が抑制されていた。以上のことから、硝酸態窒素量の低下が酸素漏出バリアを誘導することを確
認できた。 
 続いて、スプリットルートシステムの確立を試みた。様々な条件での検討を進めたが、ワセリ
ンを用いて区画を仕切ることで、根の一部のみのトリガー処理が可能となる栽培条件の確立に
成功した。その後、スプリットルートシステムを使ってバリアの誘導性試験を進めたものの、植
物の生育が安定せず、明瞭な結果を得るに至らなかった（野生型、RCN1PRO::GFP-GUSなどを使
った実験（図 2））。ノウハウや経験の積み上げはできたものの、研究期間内に環境変動を感知す
る組織の特定はできなかった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2. スベリン生合成遺伝子を利用したレポーターアッセイ 
スベリンはバリアの構成成分の一つ。スベリン生合成遺伝子（RCN1）の
プロモーター下流に GFP と GUS を連結した RCN1PRO::GFP-GUS を利用
して、硝酸態窒素量の低下がバリア形成に関わる遺伝子の発現をコント
ロールしているかどうか調べた。無肥溶液で栽培すると、スベリン生合成
遺伝子（RCN1）が根の外皮で発現していた。 
 

 
 なお、環境変動の感知組織の特定と形質評価に用いる二次元酸素オプトード装置の制作は順
調に進めることができた。2018年、南デンマーク大学（デンマーク）の Glud教授の研究室に 7
ヶ月間滞在し、時空間的な酸素動態が可視化できる２次元酸素オプトード法を習得した。帰国後、
我が国の植物科学系研究室としては初めてとなる、２次元酸素オプトード装置を福井県立大学
の所属研究室で完成させた。 
本研究課題で硝酸態窒素量の低下が酸素漏出バリア形成を誘導することが明らかになった。
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また、本研究課題を通じて世界的な人的ネットワークが形成できただけでなく、植物が環境変化
を感知するメカニズムを理解する上で欠かせない基盤技術の構築ができた。 
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Cytokinin is involved in a formation of barrier to radial oxygen loss along the adventitious roots in rice (Oryza sativa)
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