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研究成果報告 

目的 

  植物細胞における凍結・冷温傷害の初発部位は細胞膜である。従って、植物の寒冷適応機構や寒冷耐

性獲得機構を理解するためには、低温下における細胞膜の安定性獲得機構を調べる必要がある。本研究

では、低温下における細胞膜安定性に影響を与える要因（細胞膜構成物質や細胞内物質の変動や機能、

それを司る遺伝子発現変動）を調べ、細胞膜の低温下における挙動への影響を解析することにより、植

物細胞の寒冷条件における適応分子機構を明らかにする。また、凍結下で細胞にかかる主要なストレス

が脱水ストレスであることを鑑み、脱水ストレス下における植物の挙動を調べ、凍結ストレスとの比較

考察を試みる。 
 

研究結果 

（1）低温応答性細胞膜タンパク質の凍結耐性増大に関わる役割（図1、2） 
  シロイヌナズナは、短時間（＜6 時間）で低温馴化が可能な植物で、低温馴化や凍結傷害機構と分子

生物学知見を結びつける最適材料の一つである。本年度は、低温馴化初期過程で特異的に出現するシロ

イヌナズナ細胞膜タンパク質の中から lipocalin-like タンパク質（AtLCN）をコードする遺伝子を恒常的

に発現したシロイヌナズナ形質転換体を作成し、このタンパク質の凍結耐性に対する機能評価を行った。

  その結果、AtLCN形質転換体では低温馴化なしでも葉の耐凍性が増加していた。しかし、個体レベル

の凍結耐性には大きな違いが見られなかった。さらに、葉から単離されたプロトプラストを用いて各凍

結温度で発生する凍結傷害機構を検討したところ、AtLCNは比較的高い凍結温度で出現する凍結傷害発

生機構を抑える効果があることが明らかになった。さらに、低温馴化後の植物体を凍結したところ、AtLCN
形質転換体は野生型と比較して高い凍結耐性を示すた。これらの結果に対する分子的説明はまだ確定し

ていないが、AtLCNと他の要因の相互作用によって効果を示している可能性も存在する。そこで、現在、

細胞レベルでの解析を進めるとともに、組み換えタンパク質を用いた試験管内での脂質－タンパク質の

相互作用を解析する実験を進めている。本研究結果は、7th International Plant Cold Hardiness（口頭発

表採択）および Gordon Research Conference on Temperature Stresses in Plants（招待講演）として発

表した。 
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（2）細胞レベルにおける低温応答分子機構（図3、4） 
  シロイヌナズナ植物体の低温応答分子機構に関しては多くの研究結果が蓄積されているが、細胞レベ

ルでどのような応答が起こり、それが集積されて凍結耐性として表現される機構に関してはほとんど研

究が行われていない。本研究室では、シロイヌナズナ培養細胞を用いて細胞レベルでの低温応答分子機

構の解析を行っている。本年度は、培養細胞を低温馴化したところ、誘導期終期の細胞を2日間低温馴

化した場合に限って、一過的に凍結耐性が増大すること、植物体の低温馴化過程で見られる細胞内変動

（浸透濃度や糖含量の増加）が培養細胞では起こらないことを明らかにし、他に凍結耐性に関連した要

因が存在していることを示した。さらに、マイクロアレイ実験を行い、培養細胞と植物体の低温馴化過

程における遺伝子発現プロファイルの比較を行ったところ、植物体では低温馴化期間中継続的に発現が

誘導されるが、培養細胞では一過的に発現が誘導された後、急激に発現低下が起こる遺伝子を多数見つ

けた。これらの遺伝子が、培養細胞における低温誘導性凍結耐性増大を一過的にしている可能性がある。

現在、プロテオーム的手法を用いたタンパク質解析と発現変動する遺伝子を培養細胞に形質転換し、機

能解析を進めている。 
 
（3）低温に応答して蓄積する適合溶質の細胞内局在性の解析（図5） 
  凍結傷害の初発部位である細胞膜の構造・機能を凍結過程で維持するには、細胞内に適合溶質を蓄積

することが大きな役割を果たしている。そのためには、適合溶質は細胞質に蓄積することが望ましいが、

未だ、低温馴化過程で蓄積する適合溶質の細胞膜局在性に関する報告はほとんど存在しない。本研究室

では、凍結耐性の異なるコムギ品種を用いた低温馴化過程で細胞内に蓄積される適合溶質の細胞内局在

性を決定したが、本年度は、その方法をシロイヌナズナに応用した。改良疎水性溶媒密度勾配分画法に

より、細胞内各画分に存在する適合溶質を分画した後に適合溶質を定量した。その結果、従来推定され

ていたような適合溶質の特異的な細胞内局在性は余り認められないことが判明した。しかし、細胞質に

多量の糖が蓄積していることから、凍結脱水ストレスの緩和に大きな効果を持っていることが示唆され

た。この結果は、まだ予備的であるが、単子葉類であるコムギとほぼ同様の傾向を示しており、低温馴

化に対する植物の応答が広い範囲で保存されていることを示唆している。 
 
（4）水分不足状態におかれた植物の生理的応答 
  水分ストレス耐性が異なる2種の植物（ナスとトマト）を用いて、異なる水分ストレスをかけた場合

の植物体内における水分布、気孔抵抗などを測定し、さらに乾燥状態における保護物質として知られて

いるプロリン含量を調べた。水分ストレスの程度と植物体内での水分状態およびプロリン含量は強い相

関が見られることが判明した。これらの結果は、低温馴化過程で起こる乾燥状態に誘導されるプロリン

などの適合溶質含量増大による凍結脱水に対する細胞膜保護機構に通じるものがある。 
 

来年度以降に向けての反省点、改善すべき点、そして、対策方法 

  今年度は、年度途中からの研究開始であったために、研究環境の整備（低温顕微鏡の設置、研究スタ

ッフの充実など）に労力を割かれてしまい、研究室外の協力者との研究成果の論文発表が種になってし

まった。来年度は、揃ったスタッフの成果を積極的に公開していくことに努力したい。また、研究項目

を絞り込む（細胞膜タンパク質の機能解析、および、低温誘導性遺伝子発現の違いから見た細胞レベル

での凍結耐性獲得機構解析）のと同時に、新規で独自性の高い研究項目（細胞膜ラフトの低温応答への

関わり、凍結感受性の異なる植物の耐性分子機構解析）を考えてみたい。卒業研究生や大学院生が増え

る予定なので、さらに活発な研究活動が進められると考えている。 
 

来年度研究計画の概略 

  昨年度から継続する項目と新たな研究分野を開拓する研究項目を以下のように立て、研究を進める。
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（1）低温応答性細胞膜タンパク質の凍結耐性増大に関わる役割 
  AtLCNと細胞膜の相互作用の実態を明らかにし、細胞膜の凍結脱水下における安定性増大機構につい

て研究を進める。具体的には、AtLCN分子自身の構造（GPIアンカーの有無）、AtLCNのタンパク質相

互作用因子の探索（Two-hypbrid 系、in vivo 架橋法など）、AtLCN と細胞膜に存在する脂質成分との相

互作用（Liposomeの融合や崩壊など）を調べていく。 
 
（2）低温誘導性遺伝子発現パターンから見た細胞レベルにおける低温応答分子機構 
  シロイヌナズナ懸濁培養細胞（T87）の低温とアブシジン酸（ABA、低温処理によって一過的に増加

し、凍結などの環境ストレス耐性に関連していることが植物体で知られている）に対する応答機構（遺

伝子発現、凍結耐性、生理学的特性など）を解析し、細胞レベルでの低温や ABA 受容機構及びそれに

よって引き起こされる凍結耐性獲得機構を考察する。同時に、既に文献に発表されている個体レベルで

の低温および ABA による凍結耐性分子機構との比較により、細胞レベルと個体レベルでの凍結耐性獲

得機構を分離して考察できるものと考えられる。 
 
（3）細胞膜ラフトと低温馴化分子機構 
  動物細胞で広く知られるようになった細胞膜上に存在する特定の脂質・タンパク質成分から構成され

る微小領域（ラフト）は、信号伝達や膜合成・修飾に重要な役割を果たしていることが明らかになって

きた。植物細胞では、シロイヌナズナなどの細胞膜に存在するらしいことは報告されているが、詳細な

知見は乏しく、ましてや、環境シグナル受容についての報告は全く存在しない。そこで、シロイヌナズ

ナを材料に、i）細胞膜におけるラフトの存在確認、ii）ラフトに存在するタンパク質成分の同定、iii）低

温馴化過程におけるラフトタンパク質組成の変化、などを調べる。将来的には、ラフト脂質成分の解析

（動物細胞膜ラフトには、植物の低温馴化過程で減少することが知られているスフィンゴ脂質と類似し

た脂質が存在することが報告されている）、ラフトタンパク質の低温馴化への関与分子機構（形質転換

体やミュータントを利用）の解析を目指す。 
 
（4）低温感受性の異なる植物における耐性機構の差異 
  植物界には、広い範囲で低温耐性が異なる種が存在する。さらに、同種の中にも、異なった耐性を持

つ品種や系統が存在する。これらの差異に関する分子機構、さらには、植物進化を考慮して、低温耐性

後外を解析することは興味深い。そこで、本研究室で行われてきた知見を利用し発展させ、トマト、イ

ネ、ジャガイモなどを用いて冷温から凍結温度にかけての耐性機構を幅広く解析する。その際には、低

温誘導性転写因子の関与、低温下で発生する活性酸素の関与、低温耐性と凍結耐性を結びつける因子の

探索、などに注目して研究を進める。本研究項目は、survey的な様相を含むが、本プロジェクトが目指

す植物進化を考慮した環境適応（特に、寒冷適応）機構の解析に貢献できるものと考えられる。 
 

本研究拠点形成に関連して受けた研究助成 

農林水産省： 

形態・生理機能の改変による新農林水産生物の創出に関する総合研究「バイオデザイン計画」 

“低温応答性細胞膜タンパク質の凍結耐性増大過程における機能の解析”（2,000千円） 

 

その他特記すべき事項 

  3年に一度開催される International Plant Cold Hardiness Seminar（第7回、札幌）の組織実行委員会

委員長を務めるとともに、低温応答性細胞膜タンパク質の凍結耐性増大に関わる役割について口頭発表

（採択）を行った。さらに、2 年に一度開催され最先端の研究成果が発表される Gordon Research 
Conference on Temperature Stresses in Plants（Ventura, USA）に招待され、低温応答性細胞膜タンパ

ク質の凍結耐性増大に関わる役割について講演を行った。 
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低温馴化過程で急速に増加する細胞膜タンパク質AtLCNをコードする遺伝子を過剰発現させた形質転換体と野生

型の葉の凍結耐性を凍結融解後の電解質の漏出から判定した。50%電解質が漏出する温度は形質転換体で約1ºC
低く、統計的にも有意であった。 

図1 シロイヌナズナ低温応答性細胞膜タンパク質AtLCN過剰発現形質転換体の凍結耐性 

 
 
 
 
 

細胞膜タンパク質AtLCNをコードする遺伝子を過剰発現させた形質転換体と野生型の葉からプロトプラストを単

離し、細胞レベルでの凍結耐性を-10ºCまで凍結後の生存率により測定した。2つの冷却速度（0.25ºC/min、0.5ºC/min）
でAtLCN形質転換体2系統ともに有意に生存率が高かった。 

図2 シロイヌナズナ低温応答性細胞膜タンパク質AtLCN過剰発現形質転換体の凍結耐性 
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図5  シロイヌナズナの低温馴化過程における糖の細胞内局在性変動 
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