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Theprocessofcoldacclimationinplants,whichelicitsan increaseinfreezingtolerance,isa

complexdevelopmentalphenomenonthatinvolvestheorchestrationofmanydifferentprocesses.

Althoughseemlnglydesperate,manyofthecoldacclimation-associatedprocessesultimately

contributetotheincreaseinCryostabilityoftheplasmamembrane,destabilizationofwhichisthe

pnmarycauseoffreezingInjury.Tounderstandcoldacclimationprocesscomprehensively,weneed

tocharacterizethe虫.eeze-inducedlesionsthatdeterminethefreezlngtoleranceandthenthe

mechanismofmimimizationofthesefreeze-inducedlesionsduringcoldacclimation.Inthisreview,

wedescribethespecificfreeze-inducedlesionsinisolatedprotoplastsandthenseveralimportant

changesoccurrlngduringcoldacclimation,whichareassociatedwiththeminimizationofthe

freeze-inducedlesionsand,hence,theincreaseinfreezlngtolerance.Thisapproachallowsusto

makestrategicplansformolecularbreedingofcold-tolerantagriculturalplantsefficiently.
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1.緒 言

温帯以北を起源とする植物の多くは,秋から冬に

かけての低温 (0℃以上の凍結しない温度)と短日

に反応して,耐凍性を増大させることはよく知られ

ている.この現象は低温馴化 (coldAcclimation)と

呼ばれ,特定の遺伝子発現を通した様々な生理的反

応が一度に起こる非常に複雑な過程であるト3).そ

れらの生理的反応のうち耐凍性増大に重要なものと

して,生体膜組成 ･機能の変動,細胞内における適

合溶質 (糖,アミノ酸,グリシンベタインなどの中

セミナー ｢生物の凍結及び凍結回避の分子機構｣3.

lKeywords:Freezingtolerance,Coldacclimation,Plasma

membrane,Cryobehavior,Freezinginjury;耐凍性,低温

馴化,細胞膜,凍結挙動,凍結傷害]
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性低分子化合物)の蓄積,特定の凍結現象に影響を

与えるタンパク質や低分子化合物の合成,な'どが挙

げられる4).これらの反応は,一見,多様性に富ん

でいるが,究極的には,植物細胞の凍結傷害が発生

する際に初発部位である細胞膜の凍結脱水下での安

定性の維持に貢献しているものと考えられている.

植物細胞が凍結脱水過程でどのように振る舞うか

を考える際には,傷害発生と傷害回避を考慮する必

要がある.植物組織 (葉や塊茎など)から単離され

たプロトプラスト (酵素を用いて細胞壁を分解し,

細胞膜が露出した単離細胞)を材料に,凍結融解過

程で発生する傷害機構の解析が精力的に行われてき

た4･5).単離プロトプラストを用いた実験系は,細

胞壁を持つ細胞系や異なった細胞の集団である組

織 ･器官系とは異なる傷害機構を持つ可能性も存在

するが,凍結融解過程で細胞膜の挙動を解析するに
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は非常に有効な実験系である.さらに,低温馴化過

程で特定の凍結傷害機構の発生頻度の変動とその発

生頻度に影響を与える因子を解析することにより,

複雑な植物の低温馴化機構を具体的に理解すること

が可能になる.本稿では,数種の植物を材料に凍結

傷害,低温馴化機構を解析した今までの結果を基に,

植物細胞の凍結融解過程に対する応答とその分子機

構について考察してみたい.

2.植物の凍結傷害機構

通常,野外で起こる凍結は冷却速度が比較的遅い.

その場合,組織内では細胞と細胞の間にある細胞間

隙に氷晶が最初に形成される (細胞外凍結)ことが

多い (注 :植物の組織,器官などによっては,凍結

様式が異なり,器官外凍結,過冷却などを起こす植

物も知られている).はじめに細胞間隙に氷晶が形

成されるのは,細胞間隙液の浸透濃度が細胞内液よ

り低いこと,細胞間隙には氷晶核となる物質が多く

存在していること,などの理由が考えられている6).

一旦氷晶が形成されると,氷晶表面に水分子が引き

つけられ,氷晶は成長する.これは,同じ温度では,

氷の表面における化学ポテンシャルが液体の水の化

学ポテンシャルよりも低いためである.その結果,

細胞内の水は細胞が気に引き出され,細胞は脱水収

縮を受けることになる.

細胞が凍結過程で脱水収縮すると,様々なストレ

スがかかる.主なものとして,温度ストレス,脱水

ストレス,機械ストレス,塩濃縮ストレス,それに,

酸化的ストレスなどがある7).その中でも,脱水ス

トレスが細胞に生死を決定する主要なストレスであ

ると考えられている8).単離プロトプラストは,脱

水ストレスに対して非常に良く反応し,ストレスの

変動と相関して体積を変える.従って{脱水によっ

てどの程度の物理的,化学的ストレスがかかってい

るのかを調べるには格好の林料と言える.

プロトプラストを用いた研究により,細胞外凍結

によって起こる傷害機構が細胞レベルでは複数存在

することが明らかになった4･5).低温馴化前の耐凍

性の低い細胞では,2つの凍結傷害機構が観察され

る.第-は,凍結温度が比較的高い場合 (500/Oの細

胞が傷害を受ける程度)で,凍結過程で収縮した細

胞が融解過程で膨張する際に破裂してしまう現象で

ある (Expansion∵hducedLysis;Em).さらに凍結温

度が低くなると,細胞にかかる脱水ストレスは非常

に強いものとなり,細胞の各膜系表面に結合してい

た水分子が失われることにより,細胞膜と細胞小器

官の膜系の相互作用が発生する｡その結果,膜の独

立性を失い,ついには,細胞膜が本来持っている半

透過性が考くなり細胞は死に至る (LossofOsmotic

Responsiveness;Lo又).この時,細胞膜と他の細胞

内膜系との相互作用の結果,生体膜が通常形成して

いる脂質二重層が崩れ,膜内タンパク質の凝縮やタ

ンパク質が排除された領域では通常は見られないヘ

キサゴナルⅡ相という脂質相が観察される9).

一方,低温馴化を行い耐凍性が増大すると,EIL

発生頻度は急減し,凍結温度にかかわらず,細胞は

LORにより傷害を受ける.しかし,傷害が発生す

る場合でも,低温馴化する前の細胞で観察されたヘ

キサゴナルⅡ相は全く観察されない.それに変わっ

て,明らかに2つ以上の膜系が融合した結果だと思

われる微細構造 (フラクチャ一･ジャンプ構造)が,

細胞膜近傍において高頻度で観察される10~12).これ

らの結果は,低温馴化前後で起こる細胞内外での変

動が細胞膜に関連した凍結傷害発生塀度を減少させ,

その結果,耐凍性の増大がおこるということを示し

ている.では,低温馴化過程ではどのようなことが

起こっているのだろうか?

3.低温馴化における細胞膜脂質の役割

凍結下における細胞膜の挙動を規定する要因の一

つは,細胞膜組成である.細胞膜は,脂質とタンパ

ク質の混合物である.そのうち,低温馴化 (耐凍性

増大)と脂質組成の関係については,多くの研究報

告がある.例えば,低温馴化する多くの植物 (ライ

ムギ,シロイヌナズナ,キクイモ,クワ,オーチャ

ードグラスなど)では,共通して,細胞膜リン脂質

含量が,単位タンパク質量当たり,20-70%も増加

する (表 1).その増加は,主に,主要なリン脂質

であるホスファチジルコリンとホスファチジルエタ

ノールアミンの増加によるものであることが知られ

ている13-15).ホスファチジルコリンは水和度の高い

極性基を持っていることから,その含量の増加は凍
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Table1.低温馴化過程で見られる細胞膜リン脂質の増加

植 物
FLmOl/mgprotein mol%oftotallipids

馴化前 馴化後 馴化前 馴化後
出 典

Winterrye 1.04 1.26 38.7 43.4 Uemura&Yoshida(1984)

1.07 1.46 31.7 41.9 LynchaSteponkus(1987)

36.6 43.3 UemuraaSteponkus(1993)

Oat 28.9 39.5 UemuraaSteponkus(1993)

Orchardgrass 1.11 1.38 50.2 53.1 Yoshida&Uemura(1984)

Jerusalemanichoke 1.15 1.50 46.9 46.9 lshjkawa&Yoshida(1985)

ArabidopsIS 46.8 57.1 Uemuraetal.(1995)～

0.94 1.12 51.5 55.2 KawamuraaUemura(2000)

Mulberry 1.02 1.72 57.1 69.0 Yoshida(1984)

結脱水過程で膜表面に多くの水分子を引きつけるこ

とに貢献し,ほかの膜との相互作用の回避をもたら

しているものと考えられる.ホスファチジルエタノ

ールアミンはヘキサゴナルⅡ相を形成しやすい脂質

として知られているが,その含量増加はホスファチ

ジルエタノールアミン単独での意味を持つものでは

なく,細胞膜脂質全体における構成比やタンパク質

との相互作用などの点において何らかの意味を持つ

ものと予想される.

以上の結果から,細胞膜リン脂質の増加は凍結過

程における膜安定性に寄与していると考えられる

が,それを直接証明したのは,プロトプラストと特

定の脂質から構成された脂質小胞 (リポゾーム)を

融合させ,細胞膜脂質組成を人工的に変化させた研

究である5･16).低温馴化前の耐凍性の低い植物から

単離されたプロトプラストに,不飽和脂肪酸を含む

ホスファチジルコリンからなる脂質小胞 (リポゾー

ム)を融合して,細胞膜脂質組成を低温馴化後に近

い状態に人工的に操作すると,耐凍性は増加し,さ

らに,低温馴化前に見られたEmの発生は完全に回

避された.また,細胞膜で見られたヘキサゴナルⅠⅠ

相も発生頻度が低下した17).従って,低温馴化前後

で見られる細胞膜におけるホスファチジルコリン含

量の増加は,凍結傷害発生機構の変動と直接相関し

ていることが示された.

さらに,低温馴化過程では,細胞膜の糖脂質 (グ

ルコセレブロシド)の含量が複数の植物で共通して

減少する4).グルコセレブロシドは水和度が低い脂

質であり,さらに､融点も高く,温度低下や脱水に伴

って,水和度が高く融点が低いリン脂質と相分離の

状態になると考えられる18).その結果,異なった脂

質相の境界面から細胞内容物の漏出が起こり,傷害

が発生する.さらに,グルコセレブロシドが多く含

まれる細胞膜領域では,ヘキサゴナルⅠⅠ相が形成さ

れやすい,あるいは,膜融合が起こりやすいことが

試験管内の実験により示されており,凍結傷害発生

に関わっていることが示唆される4).従って,低温

馴化過程で細胞膜に含まれるグルコセレブロシドが

減少することは,凍結傷害発生を回避し,耐凍性増

大に貢献しているものと考えられる.

細胞膜には,ステロール脂質も多く含まれている.

ステロール脂質は,遊離ステロール,ステリルグル

コシド,および,アシルステリルグルコシドの3つ

のグループに大きく分けられる.低温馴化過程にお

けるこれらステロール脂質の変化は規則性が認めら

れず,植物により異なっている4).しかし,耐凍性

の高い植物 (ライムギ)と低い植物 (カラスムギ)

を比べると,ステロール組成が大きく異なっている15).

主要ステロール脂質として,ライムギの細胞膜は遊

離ステロールを含んでいるが,カラスムギの細胞膜

にはアシルステリルグルコシドが多い.リン脂質共

存下で作成されたリポソームの脱水過程における挙

動を調べてみると,これら二つのステロール脂質の

挙動は大きく異なっている19).つまり,ヘキサゴナ
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ルⅠⅠ相転移を引き起こす脱水度は,アシルステリル

グルコシドを含むリポソームにほうが遊離ステロー

ルを含むリポソームに比べ大きい.すなわち,アシ

ルステリルグルコシドは脂質安定性を低下させる働

きがある.従って,ライムギとカラスムギの耐凍性

の違い,言い換えれば,細胞膜の脱水下での安定性

の違いの一部は,ステロール脂質組成に依存してい

るのかもしれない.

4.低温馴化における細胞膜タンパク質の役割

それでは,細胞膜に含まれる重要なもう一つの成

分であるタンパク質の耐凍性増大に対する貢献はど

うであろうか?低温馴化過程における細胞膜タンパ

ク質 (単離細胞膜画分に存在するタンパク質という

意味で用いる)の変動については,二次元電気泳動

による解析によって示されていた13･14).しかし,そ

れらの変動するタンパク質の実体や機能を詳細に研

究した報告はほとんど存在していない.一方,近年

急速に発展した分子生物学的解析方法を用いて報告

されたものを検索しても,細胞膜タンパク質の変動

を記述したものは,2,3の論文に限られている20･21)

このような状況の中,我々は,シロイヌナズナ細胞

膜における低温馴化に応答して変動するタンパク質

を網羅的に同定することに成功したzZ).

その結果,低温馴化に応答して約40の細胞膜タン

パク質が変動することが明らかになった (図1).

それらのタンパク質は,シロイヌナズナが大きく耐

凍性を増大させる馴化1日目に既に変動しているこ

とも明らかになった.おもしろいことに,馴化1日

目では細胞膜脂質に大きな変動がないことも明らか

になっており,その時期に起こる細胞膜の凍結挙動

の変化には細胞膜タンパク質が関与している可能性

も示唆される.ついで,低温馴化過程で変動するタ

ンパク質を質量分析 (マトリックス支援型レーザー

イオン化飛行時間型質量分析,MALDUTOF-MS)

によって同定した.その結果,低温馴化応答細胞膜

タンパク質には,膜修復,浸透ストレス防御タンパ

ク質,タンパク質分解,それに,低温や乾燥に応答

して出現するタンパク質 (デハイドリンなど)など

が含まれていることが判明した.

低温馴化応答細胞膜タンパク質の機能を解析する

ために,変動するタンパク質をコードする遺伝子を

導入した過剰発現形質転換シロイヌナズナを作成

し,耐凍性やプロトプラストの凍結挙動を調べた.

その結果,リボカリン様タンパク質 (AtLCN)やデ

ハイドリンの一種 (ERD14)を過剰発現する形質転

換体は野生型に比べて耐凍性が高いことが明らかに

なった23).耐凍性増大程度は小さいが,再現性のあ

る結果が得られた.さらに,冷却速度を変えて-10℃
までの凍結過程とその温度からの融解過程について

低温顕微鏡観察してみると,AtLCN形質転換体は

凍結脱水によって引き起こされる傷害発生額度が低

下していること,ERD14形質転換体はそれに加え

て比較的早い冷却速度で凍結した際に発生する致死

的な細胞内療結の発生が抑えられていることが示唆

された.ついで,凍結脱水によって起こる2つの傷

害機構 (EILとLOR)を実験的に区別してみると,

AtLCNはEILの発生を抑える傾向があることがわ

かった.以上の結果は,低温馴化過程で細胞膜に蓄

積されるAmCNおよびERD14が耐凍性増大に何ら

かの貢献をしていることを示している.今後,さら

にこれらの細胞膜タンパク質の作用分子機構に関し

ての研究を進めていきたい｡

5.低温馴化における適合溶質蓄積の役割

以上述べたように,細胞膜脂質とタンパク質の組

成変化が,低温馴化で起こる耐凍性増大に貢献して

いることは疑いのない事実である.しかし,細胞膜

組成変化だけで,低温馴化過程における耐凍性増大

を全て説明することはできないことも明らかであ

る.では,ほかにはどのようなことが考えられるの

であろうか?

植物が低温に曝されると,細胞内に低分子可溶性

物質を蓄積することはよく知られている.これらの

物質の中には,浸透濃度の上昇の際に生じる有害物

質の濃縮を防ぐ目的で蓄積される電気的に中性で,

多量に蓄積しても代謝系を撹乱しない物質 (適合溶

質)が含まれている.その代表例は,樵,プロリン,

グリシンベタインなどである.事実,シロイヌナズ

ナやコムギなど多くの植物で,耐凍性増大と相関し

て,適合溶質が細胞内に大量に存在することが報告

されている24~26)
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A (pl)4.5 5.0 5.5 6,0 4.5 5.0 5.5 6.0

匹 巨

66.2

43

31

21.5

14.4

Fig.1.低温馴化過程におけるシロイヌナズナ細胞膜タンパク質の変動.

シロイヌナズナ葉より細胞膜を単離した後,等電点電気泳動試料調整可溶化液によって

可溶化したものを2次元電気泳動にかけで分離した｡NA,未馴化;ACC1day,低温馴

化 1日目;ACC2days,低温馴化2日目;ACC7days,低温馴化7日臥 国中の丸で囲

まれたスポットは低温馴化過程で増加するもの,四角で因まれたものは減少するものを

示している｡

適合溶質の蓄積は,大きく分けて2つの効果が期

待できる.一つは,濃度に依存して生じる効果であ

る.すなわち,適合溶質の蓄積による細胞内浸透濃

度の上昇は,凍結温度を低下させる,凍結過程にお

ける脱水ストレスを緩和する,あるいは,凍結脱水

過程で細胞内に濃縮する有毒代謝産物の影響を希釈

する,などの効果を持つ.一方,蓄積する物質に依

存した質的効果もある.そのうち,籍は,生体膜安

定性に影響を与え,凍結脱水過程における膜安定性

を増大させることに貢献していると考えられてき

た.

事実,invitro実験では,脂質人工膜と糖を共存さ

せた条件で凍結,あるいは,脱水した際に,糖によ

って膜の安定性が増加することが多くの実験により
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示されている27).さらに,inpla7ttaにおいても,シ

ロイヌナズナ植物体に人工的にショ糖を取り込ませ

た後,プロトプラストの凍結耐性を調べたところ,

細胞に取り込んだ糖の量に依存して凍結耐性が高ま

ること,また,影響が生じる凍結傷害発生様式は取

り込んだ糖の量に依存していることが明らかになっ

た28).これらの結果は,低温馴化過程で細胞内に蓄

積する糖が,細胞膜の安定性を増大することを通し

て,植物体の凍結耐性を増大していることを直接的

に示している.以上の結果は,細胞膜の凍結下での

安定性維持を考える際には,細胞膜の組成変動だけ

ではなく,細胞内に起こる生理的状況の変化も考慮

に入れる必要があることを明確に示している.
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6.お わ り に

植物の耐凍性形質は,多くの反応が一度に起こっ

た結果として表現される解析が難しい複雑な形質で

ある.しかし,近年の分子生物学的手法の急速な発

達によって,耐凍性獲得に関わっている因子が詳細

に解析されつつある.低温下で起こる遺伝子発現を

網羅的に解析するトランスクリプトームはその良い

例であるが,遺伝子発現プロファイルの解析だけで

は耐凍性形質は理解できない.それらの遺伝子にコ

ードされるタンパク質の機能やタンパク質の働きに

よって生成される物質の影響を精力的に解析してい

く必要がある.今回紹介したタンパク質や代謝産物

の耐凍性形質に対する解析に加えて,それらを網羅

的に解析する手法 (プロテオーム,あるいは,メタ

ボローム)を用いて,耐凍性形質をより広範に,し

かも,より深く理解することができる.そのような

植物の耐凍性形質を詳細に理解すれば,耐凍性を増

大,あるいは,付与した有用作物の育種も効率的に

行えるようになると考えられる.
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