
1 はじめに−放射性同位体と蛍光イメージング−

イメージングは物質の空間分布を可視化する技術
であり，生命科学分野において重要な役割を果たし
ている。特に放射性同位体（Radioisotope：RI）を用
いたイメージングは高い感度と優れた定量性を有す
ることから，植物生理学や医療分野において広く利
用されてきた。一方で，安全管理や専門施設の使用
制約があることに加え，近年の蛍光顕微鏡技術の発
展により，蛍光イメージングの利用も拡大している。

RIイメージングは放射壊変に伴って放出される
β 線や γ 線を検出することでシグナルを取得する。
このため，標識した元素の化学形態が変化しても検
出可能であり，トレーサとしての汎用性が高い。一
方，蛍光イメージングは蛍光物質に特定の励起光を
照射し，発せられる蛍光を CCDカメラ等で検出す
る手法である。光の吸収や散乱，蛍光の退色，プロー
ブ濃度依存性等の影響を受けるために定量性には制
約があるが，観察が容易であり，リアルタイム測定
や波長の異なる複数の蛍光物質の同時検出が可能で
あるという利点を有する 1）。
それぞれの特徴を活かした多くのイメージング手
法が用いられているが，今回筆者らは RIと蛍光プ
ローブを組み合わせることで，植物体内における光
合成産物の輸送経路を相補的に可視化した 2）（図 1）。
本稿では，その具体的な手法について紹介する。

2 ダイズの光合成産物の輸送経路のイメージング

多くの高等植物では，維管束と呼ばれる通導組織
が発達しており，維管束は水や無機養分を輸送する
道管と，光合成産物等の有機物を輸送する師管から
構成される。光合成産物は主にスクロース（蔗糖）
の形態で輸送されるため，局所的に 14C-スクロース
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図 1　蛍光顕微鏡と RIイメージングを組み合わせた実験の
概略図
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を投与することで輸送経路の解析が可能である。一
方，蛍光プローブとしてはカルボキシフルオレセイ
ン（Carboxylfluorescein：CF）が師管マーカーとし
て知られている 3）。CFは膜透過性を持つ前駆体で
あるカルボキシフルオレセインジアセテート
（Carboxyl�uorescein diacetate：CFDA）として組織に
添加され，細胞内でエステラーゼにより加水分解さ
れて蛍光性の CFとなる。生成した CFは細胞膜を
透過しないため細胞外空間（アポプラスト）には移
行せず，細胞同士をつなぐ原形質連絡を介した細胞
内経路（シンプラスト）を通じて移動する。この性
質により，CFは師管輸送を反映する指標として利
用されている。
本研究では，14C-スクロースと CFの輸送挙動を

比較することにより，ダイズにおける光合成産物の
輸送経路の特徴を明らかにすることを目的とした。
紙やすりでダイズの葉の表面を軽く削り，14C-スク
ロースと CFDAを同一又は異なる部位に添加した。
4時間後に茎の徒手切片を作製し，それぞれの輸送
経路を可視化した。切断に伴う内容物の流出や乾燥
の影響を抑えるため，切断面の滲出液を除去した後，
試料をポリフィルムで包んで保持した。まず CFの

蛍光観察を行い，その後同一試料についてイメージ
ングプレートを用いたオートラジオグラフィにより
RIを検出した。切片中の放射能は微量であったた
め，－80℃で数日間のコンタクトを行うことで検
出感度を確保した。切断から凍結までの操作は 1時
間以内に行い，物質分布の変化を最小限に抑えた
（図 1）。なお，師管は篩板によって区切られており，
損傷時には篩板孔の閉塞により内容物の流出が抑制
されるとされている。しかし，薄切片では切断の影
響が大きく，内容物の保持が困難となる場合がある。
そのため，本研究では比較的厚みのある徒手切片を
用いることで，より実際の分布に近い状態を保持で
きると考えた。

14C-スクロースと CFDAを同一部位に同時に添加
した場合，成熟した茎においては CFと 14C のシグ
ナルは同一の師管領域で検出された（図 2a）。一方
で，未成熟な部分では 14C-シグナルが師管領域に加
えて道管や表皮付近にも観察された（図 2b）。CF

は原形質連絡を通じて拡散的に広がるのに対し，ス
クロースは植物体内で必要とされる部位へ優先的に
運ばれる性質を持つと考えられている。また，その
過程では細胞間隙を通る経路（アポプラスト）も関

図 2　ダイズ茎横断切片における CFと 14Cの分布比較（参考文献 2を改変）
左に模式図，右にイメージング画像を示す。模式図中の文字は切片の位置を示す。右図は明視野像，蛍光像
（CF），及び RI像（14C）から構成される。

a：同一部位にトレーサを添加（成熟茎）b：同一部位にトレーサを添加（未成熟茎）c：異なる部位にトレー
サを添加（成熟茎）
スケールバー：1 mm
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与する可能性がある。このような違いにより，両者
の分布に差が生じたと考えられる。
更に，CFと 14C-スクロースを異なる部位に添加
することで，それぞれの輸送起点と経路を区別して
可視化した（図 2c）。この結果から，ダイズでは光
合成産物の輸送経路が個体内で細かく分かれている
ことが示唆された 2）。このような輸送経路の構造に
より，各器官は，複数の葉から栄養供給を受けるこ
とが可能となり，特定の供給源が失われた場合でも
その影響が緩和される可能性がある。

3 おわりに

本手法は既存の RIイメージングと蛍光イメージ
ングを組み合わせたものであり，特別な装置を必要
とせず比較的簡便に実施可能である。師管輸送の解

析には他にも複数の蛍光プローブが報告されてお
り 4），異なる輸送様式を反映するプローブと RIを
組み合わせることで，物質輸送の経路や制御機構を
より詳細に解析できると考えられる。本稿で示した
手法が，植物体内における物質輸送の理解を深める
ための一助となれば幸いである。
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