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研究成果の概要（和文）：植物の根の水や無機養分の輸送は光や概日時計をはじめとした様々な外的・内的な因子によ
って調節されている。本研究では、まず、Magnetic Resonance Imaging（MRI）を用いてシロイヌナズナ実生の水の分
布や状態を計測し、胚軸において、光条件による細胞サイズや溶質の種類・濃度に起因すると考えられる水分子の存在
状態の違いを検出することに成功した。さらにフィトクロムAや概日時計の変異体を用いた根の形態形成や水透過性、
アクアポリン遺伝子の発現解析を行い、環境や内的要因に応じた地上部の成長・形態形成と密接に関連した根の水輸送
調節の仕組みの一端を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Various environmental and endogenous factors such as light and circadian clock 
regulate water and nutrient transport in the roots of the plants. To understand the mechanism of light 
and clock regulation of water transport of the plants, we were aiming to develop new technics for 
Magnetic Resonance Imaging（MRI）to intact seedlings of Arabidopsis thaliana, as well as to examine the 
growth of the roots and shoots, aquaporin expression, and root water permeability. We devised the setting 
method and succeeded to detect the differences of water status between the light- and dark-grown 
Arabidopsis seedlings from the MR images of the hypocotyls. Furthermore, new aspects of light regulation 
of plant growth and aquaporin expression via photoreceptor phytochrome A were found. The comprehensive 
studies using MRI and the other molecular and physiological techniques may lead us to an understanding of 
the mechanism for coordinating growth and water transport in response to light and clock.

研究分野：植物科学
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１．研究開始当初の背景 
(1) Nuclear Magnetic Resonance（NMR）イ
メージング、あるいは Magnetic Resonance 
Imaging（MRI）は生きた試料の水動態の解析
に欠かせない技術である。医療分野だけでは
なく植物においても、MRI を使用した生体組
織の可視化や流速の測定が行われているが①,
②、モデル植物であるシロイヌナズナは個体
が小さく、MRI の解像度では細部を可視化で
きなかった。一方で、生きたシロイヌナズナ
の MRI により、根のプロトンシグナル値が日
周または概日の変動を示すことが示されて
いた③。また、幾つかの変異体において、概
日や光に応答したシグナル変動が異常にな
ることも見出されていた。しかし、この光や
時計に応じた根のプロトンシグナル値の変
動が根のどのような生理的な変化を反映し
ているのかについて、決定的な証拠を得るこ
とが出来ていなかった。その理由は、シロイ
ヌナズナをMRIの材料として用いるための基
礎的な技術や実験的に得られた情報が不足
していたためであった。 
 
(2) 水や無機養分の吸収・輸送を担う根は、
植物の健全な成長に欠かせない。この水や無
機養分の輸送は光や概日時計をはじめとし
た様々な外的・内的な因子によって調節され
ている。上述した MRI による根のプロトンシ
グナル値の変動は、水・無機養分の輸送ある
いは何らかの代謝産物の変化に起因してい
ると予測される。 
このプロトンシグナル変動を引き起こす
光条件や概日の時間帯において、水や無機養
分の輸送を担うアクアポリンの遺伝子のう
ち、幾つかが発現変動することも見出されて
いた③,④。しかし、これらの条件で、どの特
定のアクアポリン遺伝子の転写産物が変化
しているのか、またタンパク質の量的な変化
や翻訳後の制御については明らかになって
いなかった。さらに同条件でのアクアポリン
発現の器官や組織特異性についても、検討さ
れていなかった。さらに、アクアポリン発現
と水輸送を、光や時計による植物の成長制御
と関連づけて考察するために、MRI に用いた
植物の栽培条件や特殊な光条件に合わせて、
植物の成長や形態的な特徴を詳細に観察す
る必要もあった。 
 モデル植物であるシロイヌナズナのMRI技
術の確立は、水輸送の仕組みを調べるための
強力なツールとなるばかりでなく、さまざま
な研究に発展する可能性を秘めている。世界
的にMRIの植物科学への利用を促進する動き
が出ているにも関わらず、国内では利用でき
る MRI 装置が限定されており、植物科学分野
での MRI 利用も進まない中、基礎的な研究の
積み重ねが急務であった。 
 
２．研究の目的 
背景で述べたように、生きたシロイヌナズナ
の根では、プロトンシグナル値が日周または

概日変動する。私達は水の流速あるいは状態
の変化がシグナル値の変動に寄与している
と予測しているが、この昼夜での根のプロト
ンシグナル値の変動が、具体的に水のどのよ
うな変化を表しているかは明確になってい
ない。 
そこで本研究では、まずシロイヌナズナを
用いてさまざまなイメージング手法を試し、
昼夜における水の流速または状態の変化、及
び野生型と変異体における水動態の違いを
計測する技術を確立することを第1の目的と
した。それと平行して、MRI 以外の既存の手
法を用い、MRI でシグナル変動が見られた条
件で、水輸送に関連するアクアポリン遺伝子
の発現解析や植物の成長解析を行うことを
第 2 の目的とした。さらに、MRI や遺伝子発
現解析で得られた成果と合わせて考察する
ために、シロイヌナズナの根の水透過性を調
べる必要があった。そこで、シロイヌナズナ
に合わせた測定装置を作製し、根の水透過性
を測定することを第 3の目的とした。 
根の水輸送調節は、環境要因や地上部の成
長・形態形成と密接に関連している。作物の
品種改良や栽培技術の向上などに応用可能
な根の水輸送調節の分子メカニズムに関す
る新知見を得ること、そのための基礎的な知
見を積み重ねることが本研究の最大の目的
である。 
 
３．研究の方法 
(1)シロイヌナズナの実生の 1H-NMR イメージ
ングには、JEOL 製 NMR 装置（1H 共鳴周波数
500 MHz、磁場強度 11T、Doty 製イメージン
グプローブを含むマイクロイメージングア
クセサリー付）または、NMR 装置 Bruker 
Avance 400（1H 共鳴周波数 400 MHz、磁場強
度 9.4 T ワイドボアタイプ、マイクロイメー
ジングアクセサリー付）を使用した。使用し
た RF コイル径は 5 mmφで、マトリックスサ
イズ 256×256、積算回数 8 回の条件を基本
として、2Dスピンエコー画像を取得した。 
 
(2) 野生型（Ler）及びフィトクロム A の変
異体（phyA）は、MS 培地で無菌的に栽培（3
～6 日間）し、成長解析やリアルタイム PCR
解析、MRI に用いた。また野生型（Col/gl1）
及び概日時計の変異体（elf3）は、水耕栽培
装置で約 2か月間栽培し、根の水透過性測定
や免疫ブロット解析に用いた。基本的に 12
時間明期 12 時間暗期（12L12D）の光周期で
栽培し、光条件を変えるときには、通常栽培
後に暗処理や連続明条件に移した。また、遠
赤色光照射を行うときには暗処理後に行っ
た。 
 
(3)野生型と phyA 変異体において、液胞膜ア
クアポリン TIP2;2 の量的な変動や局在を調
べるために、TIP2;2 と GFP の融合タンパク質
を発現する形質転換系統を作製した。これら
の系統を用いて、光条件を変化させた時のア



クアポリンの量を免疫ブロット法、及び蛍光
強度の測定により調べた。 
 
(4)野生型とphyA変異体における主要な原形
質膜アクアポリンと液胞膜アクアポリンの
遺伝子の mRNA 量を、リアルタイム PCR 法を
用いて調べた。また、免疫ブロット法を用い
て、野生型及び概日時計変異体の原形質膜ア
クアポリンの量、及びリン酸化について検討
した。 
 
(5)シロイヌナズナの根の水透過性を測定す
るために、シロイヌナズナの根の形状に合わ
せたプレッシャーチャンバー装置を作製し
た。また野生型及び概日時計変異体において、
根の水透過性を測定した。 
 
４．研究成果 
(1) 本研究では、メーカー及び仕様の異なる
2台の MRI 装置を用い、野生型及び phyA 変異
体を主な材料として研究を展開した。研究開
始からの 2年間において、シロイヌナズナの
実生の MRI を実施するための一手法、特に栽
培条件や系統の異なる2個体を比較するため
の手法を確立した（図 1）。さらに、既成の
MRI 装置でシロイヌナズナのイメージングを
行うために解決すべき問題点を洗い出した。 
 

 
最終年度においては、MRI 装置（Bruker 製、
400 MHz）を用いて、明所と暗所で栽培した
シロイヌナズナ野生型の実生の水の状態や
分布を解析した。その結果、明所と暗所で栽
培した実生の胚軸において水分子の存在状
態（細胞サイズや溶質の種類・濃度を反映し
たシグナル）に統計的に有意な違いが得られ
た。胚軸よりも細い根では統計的に有意な差
を見出すことはできなかったが、より高解像
度の装置を用いれば検出可能であると考え
ている。本研究において確立された手法は、
将来、生きたシロイヌナズナ実生を用いて、
光環境を変化させたときの胚軸の細胞の成
長や溶質濃度、流速の変化を追跡するために
用いることができる。 

 
(2)MRI を用いた実験に加えて、本研究では、
以下の(3),(4)で示すように、シロイヌナズ
ナのフィトクロムAや概日時計の変異体を用
いた根の形態形成や水透過性、アクアポリン
遺伝子の発現解析を行い、環境や内的要因に
応じた地上部の成長・形態形成と密接に関連
した根の水輸送調節の仕組みの一端を明ら
かにした。 
 
(3)植物の水輸送は、光環境によって調節さ
れる。多くの植物のアクアポリンの遺伝子発
現が光条件の影響を受けること、根の水透過
性がアクアポリンの発現と相関して日周変
動することから、その輸送調節の一端はアク
アポリンが担っていると考えられている。シ
ロイヌナズナの根では、暗順応処理によりア
クアポリン遺伝子の転写産物量が増加する④。
中でも、液胞膜アクアポリン TIP2;2 遺伝子
は、暗処理による誘導性が高く、フィトクロ
ムAによる制御を受けていることが示唆され
ていた。そこで、TIP2;2 の暗順応による増加
の仕組みの詳細、特に phyA の関与を調べる
ために、phyA 変異体と野生型において、
TIP2;2-GFP 遺伝子を導入し、その量的な変化
を調べた。その結果、野生型の植物を暗順応
させると、GFP の蛍光が明るくなり、phyA 変
異体ではその変化が顕著には見られなかっ
た。したがって、TIP2;2 タンパク質量が暗所
で増加することと、明所における phyA のは
たらきに何らかの関連があると予想された。
この暗順応処理による TIP2;2 の増加は、暗
所において液胞膜上のチャネルを介した水
やその他の溶質の輸送の必要性が増すこと
を示唆しており、未だ解明されていない
TIP2;2 の機能を調べる上でも貴重な知見が
得られた。 
 さらに、シロイヌナズナの主要なアクアポ
リンの幾つかの転写産物量の変化を調べた
ところ、幾つかのアクアポリン遺伝子で光条
件に応じた発現変化があること、そのうちの
一つがMRIで観察されたプロトンシグナル値
の変化とよく似たタイミングで変化するこ
とがわかった。また、光と糖による根の成長
調節に関する実験から、phyA と糖のシグナリ
ングのクロストークを示す興味深い結果が
得られた。光による水輸送調節は、光による
植物の成長・発達の調節と密接に関連してお
り、その分子メカニズムの解明に本研究の成
果を生かすことができるだろう。 
 
(4) アクアポリンは生体膜に存在し、膜を介
した水や低分子の輸送を担うタンパク質で
あり、アクアポリンの発現量に加えて、局在
や孔の開閉を調節することで生体膜の水透
過性が調節されると考えられている。一方で、
概日時計は、植物の成長や生理機能などを昼
夜の周期に合わせるための調節機構である。
シロイヌナズナの EARLY FLOWERING 3 (ELF3) 
は、光や温度という環境シグナルを概日時計

図 1 シロイヌナズナ実生の MR イメージ 
A～Cは、同一個体（各画像の左:野生型、右：phyA
変異体）を異なる撮像法で撮った画像である。A、
Bでは胚軸と根の境界部で特に強いシグナルが検
出され、根毛のような構造もみられる。Bar=1 mm 



に伝える因子である。ELF3 が欠損した変異体
elf3 と、野生型を比較した先行研究から、原
形質膜アクアポリンPIP2sの遺伝子発現が概
日時計によって調節されていることが報告
されていたが③、概日時計による PIP2s の翻
訳後の調節については検討されていなかっ
た。   
そこで本研究では、PIP2s の翻訳後調節に
概日時計が影響しているかどうかを調べる
ために、野生型と elf3 変異体において、リ
ン酸化されたPIP2sの量を調べた。その結果、
長日条件の特定の時間帯では、elf3 のほうが
野生型よりも、リン酸化された PIP2s の量が
多いことがわかった。また、プレッシャーチ
ャンバーを用いて、時間帯ごとに根の水透過
性測定を行った結果、野生型ではある時間帯
に根の水透過性が変化する傾向があること
がわかった。今後も詳細な解析が必要である
が、本研究により、シロイヌナズナの PIP2s
のリン酸化、及び根の水透過性の概日時計に
よる調節機構を解明するための重要な知見
が得られた。 
 
(5)今後は、本研究で確立したシロイヌナズ
ナの MRI 技術を活用するとともに、本研究に
より明らかになったシロイヌナズナのMRIに
おける様々な問題点を解決していく必要が
ある。特に、MRI 開発分野の研究者と連携し
て、植物科学の研究に応用しやすい MRI 装置
や測定法を開発していく必要があると考え
ている。さらに MRI で得られた情報と、分子
生物学・植物生理学的研究の成果を総合的に
考察するため、分野横断型の共同研究が今後
ますます重要となるであろう。 
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