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TodeterminehowenhancementofascavengingSystemOfreactiveoxygenspeciesisinvolvedinthe

mitigationordelayoftheoccurrenceofchillinginjury,tranSgemiCriceplantsthatconstitutivelyoverexpresswheat

catalasewereinvestigated.Afterchillingtreatment(5℃)forupto8days,thetransgenicriceexhibitedlessinjury

than didthewildtype.Furthermore,thetransgenicricerecoveredbetterfromchillingstressthan thewildtype

whentheywereretumedtonon-chillingtemperaturesafterthechillingtreatmentfor2to4days.Theadvantages

ofthetransgenicriceinchillingtolerancewereconsistentwiththeresultsthat,underthechillingprocessorthe

rewam gprocessafterthechillingtreatment,therewerelessamountofhydrogenperoxide,lessextentofplasma

membrane-associatedinjury,andlessamountoflipidperoxidesinthetransgenicricethaninthewildtype･These

suggestthattheintroductionofcatalaseintoriceplantsresultsinincreasedchillingtoleranceasaconsequenceof

increasedmembranestabilityduetoeffectiveremovalofreactiveoxygenspeciesbyhighactivityofcatalase

transformed. (ReceivedforpublicationOctober24,2003)

1.は じ め に

熱帯や亜熱帯を起源とする植物の多くは,約12℃

以下の凍結を伴わない低温にさらされると障害を受

けるものが多い.その障害は,あらゆる生育ステー

ジ (発芽,生長,開花など)で起こる.この障害を

一般に冷温障害 (chillingInjury)と呼ぶ.冷温障害

第49回低温生物工学会研究報告22.

lKeywords:Rice,Chillinginjury,Reactiveoxygen

species,Catalase,Transgenicplant;イネ,冷温障害,活

性酸素,カタラーゼ,形質転換体]

の程度は,温度が低いほど,また,曝される時間が

長いほど大きくなり,農作物の生産量にも大きな影

響を与えている.

冷温障害が発生する機構については多くの研究が

あるが,生体膜の機能損失が最も重要な原因である

と考えられている1).温度がある限界 (相転移温度)

を超えて低下すると,生体膜を構成する脂質成分は

液晶相から固相へと相転移し,その結果,膜の透過

性や膜結合性酵素の活性損失などの膜機能に対する

不可逆的な障害が発生する2).事実,遺伝子組換え

によって脂肪酸不飽和化酵素を過剰発現させたタバ

コにおいて,膜流動性の増加と相転移温度を低下さ
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せると低温耐性が上昇するという報告が,生体膜脂

質の相転移と冷温障害の間の因果関係を裏付けてい

る3･4).

生体膜の低温下での不安定化には,膜脂質組成だ

けではなく他の様々な要因が関わっている.例えば,

冷温障害発生の一要因と考えられている活性酸素

ち,生体膜不安定化に関与 していると考えられる.

活性酸素 (過酸化水素,スーパーオキシドラジカル,

ヒドロキシルラジカル,一重項酸素など)は,ミト

コンドリアの電子伝達系や葉緑体の光化学系などの

代謝反応によって常に生産されている.これらの活

性酸素が大量に存在すると,核酸,タンパク質,脂

質などの生体内高分子を酸化し,ついには,機能を

失わせてしまう.例えば,一重項酸素は,不飽和脂

肪酸と反応して過酸化脂肪酸を生成する.また,過

酸化脂肪酸や過酸化水素は,金属イオンや金属タン

パク質を触媒として,反応性が非常に高いヒドロキ

シラジカルや脂質アルコキシルラジカルを生じ,細

胞内における酸化ス トレスを増加させる5･6).常温

下では,細胞内に存在する活性酸素除去系酵素 (ス

ーパーオキシドジスムターゼ,カタラーゼ,アスコ

ルビン酸過酸化酵素,グルタチオン還元酵素など)

によって活性酸素が効率的に除去されるため障害発

生は押さえられているが,低温下でこれらの酵素活

性が低下すると活性酸素が蓄積 し,酸化ス トレスが

極度に大きくなり障害発生を引き起こしてしまう.

これらの事実から,低温下における細胞内の活性酸

素除去系酵素活性を増加させることにより,低温下

での活性酸素による酸化ス トレスを軽減し低温耐性

を増大できる可能性が考えられる.

我々は,以前,冷温に感受性が高い植物であるイ

ネに活性酸素除去系酵素 ･カタラーゼ (コムギ由来)

を恒常発現するように作成した形質転換体が,野生

型と比較して冷温耐性が高いことを見出した7).本

研究では,このカタラーゼを導入した形質転換イネ

の冷温耐性増大 と膜機能の関連を探ることを目的

に,カタラーゼ活性,過酸化水素量,膜障害,など

について,低温処理期間,および,低温処理後の回

復過程において解析を行った.
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2.材料および方法

2-1.植物材料

イネ (orizasativaL.cv.Yuukara)を用いた.コム

ギカタラーゼをコードする遺伝子8)を組み込んだ形

質転換体の作成は前述の方法によった7).イネ種子

は,人工気象室内 (25/20℃,12-hr明期,262iLmOl/

m2/sec)で20日間生育させ,低温処理前の試料とし

た.その後,低温処理 (5/5℃,12血 明期,60/∠mol/

m2/sec)を様々な時間行った.低温処理からの回復

は,低温処理前のイネ生育条件と同様の条件下で行

った.実験は,イネ実生の葉を全てサンプリングし,

全体をプールした後に行った.

2-2.測定方法

カタラーゼ活性は,試料からの租抽出物 (17,000

g上渚)を用いて,反応液中の過酸化水素の減少を

比色法で測定した9).過酸化水素量測定は,過酸化

水素がチタンとpAR (4-(2-pyridyazo)resorcinol)

と共に形成する錯体の量を測定する方法10),および,

生体染色11)によって行った.膜障害度の測定は,細

胞内からの電解質の漏出率によった12).また,過酸

化脂質の定量は,脂質が過酸化する際に生成するマ

ロンジアルデヒドと反応 して赤色物質を生成するチ

オバルビツール酸反応量で表した13).

3.結果および考察

3-1.冷温障害の表現型

コムギカタラーゼを導入した形質転換イネは,低

温処理期間における低温耐性が明らかに高かった

(datanotshown).野生型では,低温処理4日目から

葉が萎れる現象が見られ,その後低温処理の時間が

長 くなるにつれ,葉の萎れは進行 した.一方,形質

転換体では,低温処理4日目では全 く障害が見られ

ず,8日処理後でも,葉の先がわずかに萎れるだけ

であった.低温処理後の回復過程においても,低温

処理4日後,8日後からの試料において,野生型で

は急速に葉の萎れや菓先の枯れが急速で進んだのに

対 し,形質転換体では低温処理8日後から回復 した

と場合に限って葉先に枯れが見られた.しかし,野

生型のように急速に障害が進行することはなかっ



た.同様の結果は,独立に行われた我々の以前の報

告とも一致していた7).

これらの結果は,導入されたコムギカタラーゼが,

低温に対する耐性に加え,低温ス トレスから解放さ

れた後の回復過程においても有利に働いていること

を示している.細胞内の様々な代謝系で発生した活

性酸素種は,常温に戻した際の発生に関係する反応

系の速度が上昇するため,その影響が大きくなるこ

とが考えられる.事実,発生した活性酸素がス トレ

スによって障害を受けた光化学系の修復を妨げてい

るという報告14)もある.従って,導入したカタラー

ゼにより,低温からの回復過程における障害発生が

減少していることが考えられる.

3-2.カタラーゼ活性

コムギカタラーゼを導入することにより,低温処

理前のイネにおける可溶性タンパク質抽出画分にお

けるカタラーゼ比活性は,7-10倍に増加 した

(Figure1).一定の低温処理期間後には,野生型,

形質転換体ともにカタラーゼ活性が減少したが,低

温処理期間 (8日間)を通して,形質転換体は野生

型の数倍高い活性を維持していた.低温処理後の回

復過程においては,野生型と形質転換体の間で大き

な違いが見られた.それは,低温処理初期の段階

(1ないし2日目)から常温に戻した場合,形質転
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換体におけるカタラーゼ活性は低温処理前の状態ま

で回復したが,野生型では全く回復が見られなかっ

たことである.これは,同時に行われたNativeポリ

アクリルアミド電気泳動と活性染色を組み合わせた

実験結果と一致する (datanotshown).

これらの結果から,低温処理過程,並びに,低温

処理後の回復過程で見られる野生型と形質転換体に

おけるカタラーゼ活性変動の違いは,導入されたコ

ムギカタラーゼに起因すると考えられる.両者とも

に低温で失活するものの,コムギカタラーゼは明ら

かにイネカタラーゼに比較して,低温処理後の残存

活性が高く,低温処理からの回復過程における活性

回復能力も高いため,野生型に比較して,形質転換

体におけるカタラーゼ活性を維持しやすくなってい

るものと考えられる.

3-3.過酸化水素

低温処理前においては,野生型,および,形質転

換体における過酸化水素量に差は見られなかった

(Figure2).しかし,低温処理を行うと,野生型の

過酸化水素量は常に形質転換体よりも多くなった.

また,低温処理後は,低温処理期間6日目を除き,

野生型の過酸化水素量は低温処理前より多くなった

のに対 し,形質転換体においては,低温処理期間を

通して,低温処理前の過酸化水素量より多くなるこ

catねnsgenlC

0 1 2 3 4

GhHlinEP●riod(血y)

Fig.1.Catalaseactivityofthewildtype (leftpanel)andthecatalasetransgenic(rightpanel)riceafterchillingorchilling-rewami ng

treatmenLWhitebar,chillingtreatment;blackbar,rewami ngforidayaflerthechillingtreatment.NotethatthescaleofY-

axisisdifferentinthetwopanels.Dataweremean+/-SDofseveraldetemi nations.
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とはなかった.低温処理からの回復過程においても,

常に野生型は形質転換体よりも過酸化水素量が多か

った.また,野生型は,低温処理2日から回復した

場合を除き,回復過程で過酸化水素量が増加したの

に対し,形質転換体では6日目を除き,回復過程で

過酸化水素量が増加することはなかった.過酸化水

素を生体染色によって観察した場合も,同様の結果

が得られた (datanotshown).

これらの結果は,明らかに,コムギカタラーゼを

導入した形質転換イネにおいて,低温処理過程,お

よび,低温処理からの回復過程で発生する過酸化水

素が効率的に除去されていることを示している.し

かし,形質転換体におけるカタラーゼ活性は低温処

理過程,および,低温処理からの回復過程において,

野生型の数倍高い活性を維持していることを考慮す

ると,両者での過酸化水素量の差は小さい.これは,

活性酸素除去系が複数あり,カタラーゼが関与する

除去系以外の経路でも活性酸素が効率よく除去され

ていることを示唆している.しかし,カタラーゼを

導入することによって冷温耐性が大きくなっている

ことは明らかであり,カタラーゼの冷温障害発生回

避に関する作用模作を明らかにすることは,イネの

冷温障害機構を考える上で意味がある.
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3-4.生体膜,特に細胞膜の障害

葉に発生する冷温障害程度を,細胞膜の構造 ･機

能が維持されているかどうかを示す指標である細胞

からの電解質の漏出によって測定した (Figure3).

低温処理過程においては,野生型を低温処理4日間

すると,急激に電解質漏出が見られ,その後一定に

なるのに対し,形質転換体における電解質漏出度の

増加は徐々に起こり,低温処理10日日まで急激な増

加は見られなかった.その結果,50%電解質漏出に

必要な低温処理日数をみてみると,野生型では低温

処理2日目と4日目の間となるのに対し,形質転換

体では低温処理8日目と10日目の間と,6日ほど遅

れて起こることがわかった.低温処理からの回復過

程においても,野生型では低温処理2および4日目

から回復させた場合に電解質漏出増加が見られるも

のの,形質転換体では4日目から常温に戻しても増

加が全く見られなかった.しかし,6日目では大き

く増加し,形質転換体でも回復過程で細胞膜に関す

る障害が進行することが示された.

以上の結果は,低温に対する細胞膜の安定性が,

形質転換体において大きく増加していることを示し

ている.特に,低温処理4-8日目でその差が顕著

であった.また,低温処理からの回復過程において

ち,少なくとも低温処理4日目から常温に戻した場

令,形質転換体では全 く細胞膜障害が進行していな

Cat廿ansgenlc
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Ch川i叩Period(Jay)

Fig･2･Hydrogenperoxidecontentofthewildtype(leftpanel)andthecatalasetransgemiC(rightpanel)riceafterchillingorchilling-

rew arlnlngtreatment.Wh itebar,chillingtreatment;blackbar,rewami ngfor1dayafterthechillingtreatment.Datawere

mean+/-sDofseveraldeteminations.
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かった.つまり,形質転換体においては,低温処理

時間が余り長くない場合に,細胞膜障害の発生が押

さえられ,低温耐性が増大していることを示してい

る.

3-5.過酸化脂質

電解質の漏出で見られるような細胞膜に関連した

冷温障害が膜脂質の過酸化と関連があるかどうかを

調べるため,過酸化脂質量の定量 (チオパルビツー

ル酸反応量)を行った (Figure4).野生型,および,

形質転換体ともに,低温処理前,および,低温処理

2日目ではチオバルビツール酸反応量に差が見られ

なかった.低温処理4日目以降,両者ともチオバル

ビツール酸反応量が増加したが,低温処理4および

6日目では,形質転換体のチオバルビツール酸反応

量は野生型に比較して低い水準を維持した.例えば,

低温処理4日目では,形質転換体のチオバルビツー

ル酸反応量は野生型の約60%にすぎなかった.しか
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し,低温処理時間が長 くなると両者の差は再び見ら

れなくなった.低温処理からの回復過程においては,

低温処理4日目から回復 した場合にのみ大きな差が

見られた.野生型では常温に戻 したときにチオバル

ビツール酸反応量が大きく増加 した (1.7倍)のに

対 し,形質転換体ではほとんど変化 しなかった

(1.1倍).

従って,低温処理,および,低温処理からの回復

過程のいずれにおいても,低温処理時間が比較的短

い (4日間)場合に限り,形質転換体における過酸

化脂質生成量 (チオバルビツール酸反応量)が少な

いことが判明した.これは,今まで述べてきた他の

低温耐性に関わる指標 (表現型,カタラーゼ活性,

過酸化水素量,および,電解質漏出度など)と一致

しており,導入されたカタラーゼにより,何らかの

機構で細胞膜が保護され,冷温障害発生を回避 (あ

るいは,遅延)しているものと考えられる.

4.摘 要

活性酸素種の一つである過酸化水素を除去する酵

秦 (カタラーゼ)を過剰に発現させたイネ (品種名

ユーカラ)を作成し,遺伝子を導入する前の野生型

との比較により,イネ幼葉の冷温障害発生と活性酸

素の関係を調べた.低温処理 (5℃)開始直後は両

者に障害発生度 (葉の枯れ具合,電解質漏出度)の

差は見られなかったが,4-6日後に形質転換体は

野生型と比較して有意に高い障害を示した.過酸化

水素量は形質転換体では常に野生型より少なく,し

かも,低温処理前の値を超えることはなかった.カ

タラーゼ活性は低温処理期間を通して形質転換体に

おける活性が高かった.同時期には,形質転換体の

過酸化脂質量も,野生型に比べ少なかった.一方,

低温処理後の回復過程 (25/20℃)においても,障

害発生度,カタラーゼ活性,及び,過酸化脂質量に

おいて形質転換体と野生型の間に差異が見られた.

以上示されたように,カタラーゼを導入した形質転

換体が低温耐性,そして,低温処理後の回復過程に

おける耐性が高いという事実は,導入した遺伝子の

発現による高いカタラーゼ活性が,低温下および常

温に戻した際に種々の反応によって発生する過酸化

水素を効率よく除去し,その結果,生体膜が保護さ

れることに起因していることを示唆している.
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