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植物の耐凍性と細胞膜の凍結脱水下における安定性 :
細胞膜以外の要因の影響
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Effectoflipidalterationsinthechloroplastenvelope,manipulationofcytosolicsugarcontent,andexpressionof

thecold-regulated(COR)genesonthecryostabilityoftheplasmamembranewasdetemi ned.Allofthesethree

factorswereshowntocontributetotheincreaseinthecryostabilityoftheplasmamembranedmingfreeze-induced

dehydration,whichconsequentlyresultsinanincreaseinthefreezingtolerance.Theresultssuggestthattheaction

mechanlsm(S)ofeachfactortoincreasethecryostabilityoftheplasmamembranemustbedetemi nedindetai1･

は じめ に

植物の低温馴化過程では,様々な反応が植物体内

で同時進行する.それらの反応は,一見,統制もな

く起こっているように見えるが,究極的には,凍結

傷害発生に最も重要な鍵を握っている生体膜の凍結

脱水下での安定化に寄与して,凍結耐性増大に貢献

していると考えられる.全ての生体膜は凍結脱水ス

トレスにより影響を受けるが,その中でも,細胞膜

はその選択透過性維持が細胞生存に最も重要である

ことから,凍結傷害発生を決定する部位であると考

えられている1).今までに,我々は,低温馴化過程

における細胞膜脂質組成の変動と凍結耐性増大の関
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連を凍結傷害機構出現頻度の変化から解析し,その

両者の密接な関係を明らかにしてきた2).この報告

では,細胞膜以外の要因による細胞膜の凍結脱水下

での安定性増大に関して検討を行った.

結果と考察

細胞膜の凍結脱水下での安定性は,(1)低温馴化過

程で起こる葉緑体包膜の脂質組成変化,(2)低温誘導

遺伝子 (coR15a)の発現,(3)細胞質内の糖の蓄積,

の3つの細胞膜以外の要因によっても大きな影響を

受けることが判明した.

葉緑体包膜脂質組成 :葉緑体包膜は,強度の凍結脱

水により膜上から水分子が取られる過程で細胞膜と

物理的に接触し,2つの膜間で致死的なヘキサゴナ

ルⅡ相転移や融合を引き起こすことが観察されてい

る3).膜間相互作用の発生には,膜脂質組成の物理

的な性質が大きく関与することが知られていること4)

から,葉緑体包膜脂質組成の低温馴化過程における
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変動について,秋まきライムギ (secalecerealecv.

puma)を用いて詳細に調べられた5).

葉緑体包膜は,外膜と内膜の2つの膜からなって

いる.低温馴化前の植物から単離された葉緑体包膜

は,糖脂質 (モノガラクトシルジアシルグリセリド

〔MGDG〕,ジガラクトシルジアシルグリセリド

〔DGDG〕,スルフォキノボシルジアシルグリセリド

〔sQDG〕)とリン脂質 (ホスフアチデルグリセロー

ル 〔pG〕,ホスファチジルコリン 〔pc〕など)から

なる.外膜,内膜ともに,MGDGがDGDGより多く

存在する.また,pcの含量は外膜の方が内膜に比

べかなり多い.低温馴化後には,MGDGの減少と,

それに伴うDGDGの増加が観察される.外膜のPC

は若干減少する.

低温馴化過程で起こるこれら葉緑体包膜の脂質組

成変化は,ヘキサゴナルⅡ相をとりやすい脂質

(MGDG)の減少とラメラ (二重)相をとりやすい

脂質 (DGDG及びpc)の増加を示していた.この

結果は,低温馴化過程において,葉緑体包膜は凍結

脱水過程で起こりうる致死的な膜一膜相互作用を押

さえるように脂質組成を変化させていることを示し

ている.

低温誘導遺伝子COR15a遺伝子産物 (COR15am):

シロイヌナズナ (Arabidopsisthaliana)における低

温誘導遺伝子 (COR)の一つ COR15aの最終産物

coR15amは,葉緑体可溶性画分に存在する熱安定

性の高い酸性蛋白質である6).coR15a遺伝子を導

入し構成的に発現するようにしたシロイヌナズナ形

質転換体を低温馴化することなく育成し,その葉か

ら単離されたプロトプラストは,-4.5から-7℃

の温度範囲で野生型から単離されたプロトプラスト

よりかなり高い生存率を示す7).この温度範囲にお

ける凍結傷害は,ヘキサゴナルⅡ相転移を伴う細胞

膜の透過性損失によることから,coR15a遺伝子産

物による耐凍性増大はヘキサゴナルⅡ相転移を押さ

えていることによることが示唆された.

事実,フリーズフラクチャーを用いた電子顕微鏡

観察の結果は,coR15a遺伝子導入形質転換体では,

ヘキサゴナルII相の出現頻度が-4.5から-7℃の温

度範囲で野生型より低くなっていることを示してい

(37)

た8).従って,葉緑体中に蓄積していると考えられ

るcoR15amは,何らかの機構により,直接接触す

ることのない細胞膜に起こるヘキサゴナルⅡ相の出

現を押さえているということが示された.

その作用機作はいかなるものであろうか?葉緑体

包膜内膜はヘキサゴナルⅡ相をとりやすいMGDG

を大量に含むため,細胞膜一葉緑体包膜間で起こる

凍結脱水で誘導されるヘキサゴナルⅡ相転移の発生

を決定していると考えられること,及び,両親媒性

α-ヘリックスをとるタンパク質 (coR15amもその

一種)は,脂質と相互作用してラメラーヘキサゴナ

ルⅡ相転移温度に影響があることが知られている9),

ことを考慮に入れると以下のような仮説が浮かんで

くる.つまり,凍結脱水の進行に伴いCOR15amと

葉緑体包膜内膜脂質の相互作用が強まり,葉緑体包

膜内膜を安定化して細胞膜一葉緑体包膜間で起こる

ヘキサゴナルⅡ相転移を押さえていることである.

X線回折による実験結果は,この仮説を裏付ける

ものであった.すなわち,coR15amとホスファチ

ジルエタノールアミン (PE)を混合し,PEのヘキ

サ ゴナル Ⅱ相 の特徴 をⅩ線 回折 で調べ た.

coR15amを加えた場合,ラメラーヘキサゴナルⅡ

相転移温度付近でのPEのヘキサゴナルチューブの

直径が大 きくなることが示された8).つまり,

coR15amは,pEのラメラ相を安定化してヘキサゴ

ナルⅡ相転移を起こりにくくしていることを示して

いる.ただし,この差は温度が高くなるにつれてみ

られなくなることから,coR15amの効果はラメラ

相からヘキサゴナルⅡ相転移温度付近でのみ (つま

り,相転移が開始するときのみ)で認められること

になる.

細胞質に蓄積される糖 :低温馴化過程で細胞内に糖

が蓄積することはよく知られている10).しかし,耐

凍性増大に関するその作用機作はまだはっきりして

いない.Invitro実験系では,糖が脂質相挙動に大き

く影響することや,糖を入れることにより脂質の液

晶相一国相転移やラメラーヘキサゴナルⅡ相転移温

度に影響を与えることが示されている11).さて,細

胞内での糖の効果はどのように説明できるのであろ

うか?
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TumanovとTrunova12)は,コムギの実生を暗黒,

2℃でショ糖溶液に浸すことにより耐凍性が上昇す

ることを報告している.今回,この方法をシロイヌ

ナズナ実生に応用して実験したところ,その実生か

ら単離されたプロトプラス トの耐凍性は,(ヨショ糖

処理によって高まること,②23℃で処理したときに

も耐凍性は増大するが,その増大の程度は2℃処理

に比べ小さく,効果が見られる温度範囲は-5か

ら-10℃に限られていること,③耐凍性増大の程度

及び温度範囲はショ糖の濃度によって異なること,

などが明らかになった13).これらの結果を総合して

考えてみると,①細胞が融解中に破裂して傷害を受

ける機構は,低濃度のショ糖によって (つまり,

様々な代謝系に必要なエネルギー源となることで)

低温下で膜脂質変動が起こり,その傷害発生が減少

すること,②ヘキサゴナルⅡ相を伴う細胞膜の透過

性損失による傷害機構は,糖が細胞内にたまること

により,膜一膜間相互作用が妨げられるため,減少

すること,③しかし,ヘキサゴナルⅡ相出現は,低

温で起こる膜脂質変動と細胞内に蓄積する糖の両者

が起こるとその防止効果が高まること,などが示唆

された.

ま と め

植物細胞の凍結傷害発生を決定する第-の要因が

細胞膜にあることは異論のないところであるが,傷

害発生は細胞膜以外の要因によっても大きく影響を

受けることが示された.従って,一見無関係に見え

る低温馴化過程で起こる細胞内の様々な変化は,価

胞膜の凍結脱水中での不安定化を押さえる方向に働

いていることを示している.今後,耐凍性増大の分

子的機構を考えるときに,各々の要因と膜安定性の

関連を詳しく検討することが必要なのかもしれな

い.
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