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1　植物細胞の可視化技術の開発

1・1　植物細胞の蛍光染色の問題点
蛍光顕微鏡を用いた分析法は，その高い感度や空間分
解能，非侵襲的に細胞を生きたまま観察できること，波
長の異なるプローブを用いることで複数の対象を同時に
観察できることなどの利点から，生命科学や医学などの
分野で広く用いられている．観測対象の多くは蛍光特性
を持たないため，遺伝子工学的に細胞内部で発現させる
蛍光タンパクか，外部から導入できる有機分子や量子
ドットなどの蛍光物質を用いる必要があるが，波長や応
答性の異なる数多い候補の中から最適な蛍光プローブを
選択することで動物細胞のさまざまな機能が明らかに
なってきた．一方，植物細胞の蛍光顕微鏡分析の事例
は，動物細胞に比べて少ない．その理由として，（1）ク
ロロフィルなどの植物内の色素が強い自家蛍光を放ち蛍
光プローブからのシグナル検出を妨害すること，（2）厚
い細胞壁が蛍光物質の浸透を防ぎ染色ムラが生じること
などが挙げられる．そのため，動物細胞に比べて蛍光タ
ンパクを用いた研究事例が多いが，依然として（1）の
問題が存在する．

1・2　 ClearSeeを用いた植物細胞の透明化
（1） の問題の具体的な解決法として，名古屋大学の東
山哲也教授らの研究グループが開発した植物組織透明化
技術「ClearSee（クリアシー）」が挙げられる1）．この技
術は，パラホルムアルデヒド溶液を用いて植物サンプル
を固定化し，減圧状態で PBSを使ってサンプルを洗浄
し，キシリトールとデオキシコール酸ナトリウムと尿素
からなる ClearSee溶液を使って植物を傷つけることな
くクロロフィルを取り除いて植物全体を透明化する技術
である．植物種によっては，酸化反応によって茶色に変
色するものもあるが，還元剤として亜硫酸ナトリウムを

添加した ClearSeeAlphaによって透明化することができ
る2）．ClearSee処理によって得られた蛍光顕微鏡像は，
未処理のものに比べてクロロフィルによるノイズが大幅
に低減され，植物細胞の内部まで鮮明な蛍光顕微鏡像が
得られるようになった．これらの試薬は，富士フイルム
和光純薬㈱から市販されているので我々も分析ツールと
して使うことができる．ただし，固定化した時点で，非
侵襲的に細胞を生きたまま観察できるという蛍光顕微鏡
分析の利点を失うことになる．

2　シロイヌナズナへの応用

2・1　モデル植物としてのシロイヌナズナ
2000年に植物として初めて全ゲノムが解読されたシ
ロイヌナズナは，モデル植物として多くの研究に用いら
れている．1986年に T-DNAを介した形質転換が報告さ
れ，アグロバクテリウムという土壌細菌の感染力を利用
して，外来遺伝子である蛍光タンパク遺伝子配列などを
導入することが可能になった．また，世代交代が約 6週
間と短く，小型で栽培が容易なのでスクリーニング研究
には最適な植物種である．特にシロイヌナズナの根は，
クロロフィルがほとんど含まれず，細く・無色透明で，
ClearSeeで処理しなくても蛍光を深部まで観察できる．
また，シロイヌナズナは透明な寒天培地上で育てること
ができるため生きたまま根を観察することもできる．そ
のため主に蛍光タンパクをプローブとして用いた研究が
続けられている．

2・2　酸成長説の解明
植物細胞の研究で大きなテーマの一つが細胞伸長であ
る．固い細胞壁を突き破って方向性を持って根や茎が伸
びていく機能には関心が寄せられてきた．その機構の有
力な仮説が酸成長説である．インドール -3-酢酸（IAA）
やフェニル酢酸（PAA）に代表されるオーキシンと呼ば
れる植物ホルモンが，オーキシン活性因子（ARF）と呼
ばれるタンパクを生成し，細胞膜上のプロトンポンプ
（H＋-ATPase）を活性化し，細胞壁に H＋を供給すること
でセルロース間の強固な水素結合が緩み，細胞内の浸透
圧によって方向性を持って伸長するという仮説である
（図 1）．そのため，1─ナフタレン酢酸（NAA）や 2,4─
ジクロロフェノキシ酢酸（2,4-D）などの類縁体が人工
オーキシンとして除草剤などに使われている．一方，シ
ロイヌナズナでは，2005年に TIR1と呼ばれるタンパ
クがオーキシンの受容体であることが判明し，オーキシ
ンシグナル伝達経路が解明された．例えば，DR5::GFP

は，オーキシンに応答して生成された遺伝子によって活
性化され（DR5），末端の緑色蛍光タンパク（GFP）に
生合成によって蛍光として間接的にオーキシンを可視化
する研究ツールである．しかし，蛍光タンパクはサイズ
も大きく，遺伝子の発現量は細胞の部位によってまちま
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ちなので，定量性に乏しいという難点があった．そこ
で，オーキシン自体に蛍光有機分子をラベル化し，オー
キシンを直接定量したり，オーキシン輸送のプロセスを
観察したりする研究も行われている．
その蛍光プローブとして，オーキシンの活性を阻害し
ない位置に，分子サイズの小さい蛍光色素であるニトロ
ベンゾオキサジアゾール（NBD）をラベル化したオー
キシン類縁体 NBD-IAAが設計・合成された3）．NBD-

IAAは，細胞壁を透過し，オーキシン活性は弱いものの
蛍光ラベルされていない IAAと同様に輸送されると考
えられる．この蛍光プローブを用いることで，オーキシ
ンの取り込みと輸送の観察やオーキシン輸送阻害剤の効
果の検証ができるようになった4）．興味深いことに，蛍
光色素の種類やオーキシンと蛍光色素の間のリンカーの
構造の違いによって蛍光染色される部位が異なる．ま
た，一部の色素はオーキシン活性が強く出たが，細胞内
でオーキシンと蛍光色素の間のリンカーが分解された可
能性も高い．最近では，小分子の割に蛍光性能の高いボ
ロンジピロメテン（BODIPY）を用いたプローブも開発
されている5）．
オーキシンによって細胞壁に放出された H＋は，実際

に 8─ヒドロキシピレン─3,6,8─三スルホン酸三ナトリウ
ム塩（HPTS）などの pH応答性蛍光色素を用いること
によって，細胞伸長部分の細胞壁の pHが 5～6とやや
酸性になっているのが確認されている．

3　今後求められる分析法

動物細胞よりも制約の多い植物細胞でも，蛍光プロー
ブを工夫することでその機能が徐々に明らかになってき
た．シロイヌナズナで得られた知見は，同じ被子植物で
あるイネ・トウモロコシなどと共通する代謝経路を持っ
ていると考えられるため，作物研究に応用できる可能性

が高い．一方，形質転換が難しい植物種では，そのまま
蛍光タンパクをプローブとして用いることは難しい．外
部から導入する蛍光色素を長波長化して，自家蛍光のノ
イズの少ない領域で観測すればより鮮明なイメージを得
られる可能性がある．また，現在のプローブでは，オー
キシンまたはその受容体の存在位置がわかるのみで，両
者間の相互作用を直接観測することはできない．複数の
プローブを用いて共鳴エネルギー移動を制御したり，周
辺の環境に応答したりして発光波長が変化するよりイン
テリジェントな蛍光プローブが望まれる．
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図 1　オーキシン類の化学構造と植物細胞内での機構


