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Itiswellknownthatanapplicationoflowtemperatureforacertainperiodinduces

freezingtoleranceinplantsincludingAITBbL'dopsISPlant.Although manystudieshavebeen

conductedtoelucidatemolecularmechanismsoftheacquisitionoffreezingtolerance,itisstill

difficultinsomecasestodeterminehowArBbl'dopsIsrespondstothesetreatmentsatthe

cellularlevel.Tostudysuchresponses,Weinitiatedcharacterizationofkineticsofcold

acclimationprocesswithArabl'dopsl'sT87suspensionculturedcellsJnthisstudy,wedescribe

thechangesoffreezlngtolerance,sugarcontentandgeneexpressionduringcoldacclimation.

TIleSeresultsmayprovidenewinfわrmationaboutmolecularmecha血smofcoldacclimationin

plantsatthecellularlevel. ､(ReceivedOct.17,2005;AcceptedOct.25,2005)

緒 言

凍結温度を含む低温は,植物の生存を制限する最

も重要な要因である.特に,農作物を考慮した場合,

低温による被害の発生は農業生産上,危機的な事象

と言える.世界中には多くの植物が生育するが,低

第51回低温生物工学会研究報 2.

【Keywords･:Arabidopsis,Coldacclimation,
Freezlngtolerance,Geneexpression,Suspension
culturedcells;シロイヌナズナ,低温馴化,凍結耐

悼,遺伝子発現,懸濁培養細胞]

温に対する耐性の程度からいくつかのグループに

分類される.約 12oC以下の凍結しない温度でも生

理 的障害 を受 ける植 物 は,低 温感受性植 物

(Chiming-sensitiveplants)と呼ばれ,一方,低

温で生存することが可能な植物は,低温耐性植物

(Chilling-tolerantplants)と分類される1).低温

耐性植物の中には,凍結状態でも生育が可能な植物

(凍結耐性植物,Freezing-tolerantplants)も多く

存在する.この様な植物は,秋から冬にかけての低温

(ooC以上の凍結しない温度)と短日条件に反応して,

様々な生理的応答を変化させ凍結耐性を増大させる
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機構を持つ.この現象は低温馴化 (Coldacclimation)

と呼ばれ,モデル植物であるシロイヌナズナを用いて

積極的に研究が行われている.

シロイヌナズナでは,低温馴化開始後2日で急激

な凍結耐性の増大が起こり,7日後には最大凍結耐

性が付与される2).また,低温馴化過程では,リン

脂質の組成変化,適合溶質(糖やプロリン)の蓄積,

そして,低温誘導性遺伝子の発現,などが起こるこ

とが示されてきた 3~5).近年では,低温誘導性遺伝

子 発 現 に 関 わ るマ ス ター スイ ッチ で あ る

CβF+DREB (a-repeabDREblndi'ngfBCtW)が同

定され,その過剰発現形質転換体では低温未馴化状

態で野生型と比べて凍結耐性が増大することが明

らかとなっている 6･7).しかし,この形質転換体を

低温馴化するとさらに凍結耐性が増大すること,プ

ロリンを過剰に産生する突然変異体 (esh'mol)で

は,低温未馴化でも低温馴化した野生型よりも凍結

耐性が高いことなどから,これまで解析されてきた

低温誘導性遺伝子以外の様々な要因が低温馴化機

構に働いていることが示唆されている6･8)

この様に,低温馴化に関する多くの現象解明がな

されている一方で,凍結耐性を人工的に増大させる

ための効率的なアプローチ確立には至っていない.

その原因の一つに,植物体が持つ複雑性が挙げられ

る.植物体には様々な器官,組織,細胞が混在して

おり,それらの低温に対する応答が異なること,ま

た,それらの低温に対する応答の相互作用が低温馴

化過程で起こり凍結耐性付与に大きく関係 してし

まうことが考えられる.従って,低温馴化機構の詳

細な解明には,単純化した系を用いた解析,つまり,

培養細胞系を用いて,器官や組織間に起こる相互作

用を出来るだけ排除し解析を行 うことが必要不可

欠となる.そこで,本研究では,低温馴化機構の研

究 が 多 く な され て い る シ ロイ ヌ ナ ズ ナ

(ArBbL'dopslsthall'ana)の懸濁培養細胞 (T87)

を用いて,低温馴化による凍結耐性誘導機構の研究

を行い,細胞レベルでの低温馴化機構を考察する.

材料および方法

1.培養細胞の成育

懸濁培養細胞 (T87)は,シロイヌナズナ (ecotype

Columbia)芽生えから誘導された.12日間培養し

た細胞をJPL培地 9)に継代 (2mⅣ40ml)し,逮

続白色光 (約 100LLmOlml2SやCl1),23oCで振とう

培養 (120rpm)した.

2.成長曲線の作製

継代後 3日おきに湿重量を測定し,成長曲線を作

製した.測定法として各日数培養した細胞 (lml)

をブフナ-ロー ト上の渡紙 (直径 70mm,アドバ

ンテック)に取り30秒間吸引した (バキュームポ

ンプV503,柴田科学)徳,重量を測定した.水を

同様に処理 したコントロールの重量からその値を

差し引いて細胞の湿重量とし,成長曲線を求め,誘

導期,対数増殖期,定常期を決定した.

3.低温馴化法

各成長段階まで培養した細胞を 4oCに移し,12

時間日長 (約 150Lum01m-2sec-1),120rpmで振と

う培養し,低温馴化処理を行った.

4.凍結耐性の測定

凍結耐性は凍結融解後の細胞を再成長させて測

定した.培養細胞を50mlチューブに移し遠心(225

Ⅹ9,5分間)し,細胞を沈殿させた.培地を取り除

いた後,滅菌水 50mlによる洗浄を3回行い,細胞

外に付着した糖を取り除いた.癒紙上で細胞外の水

を十分に取り除いた後,0.3gの細胞を15mlチュ

ーブに量り取り,300LLlの滅菌水を加え凍結させた.

凍結はプログラムフリーザー (PROCOOLBATH

NCBl3400,EYELA)を用いて行った.サンプル

を-2oCで 15分間平衡した後,液体窒素で予め冷却

された金属棒を用いて植氷した.-2oCで2時間さら

に平衡した後,-2oC瓜ourの冷却速度で凍結させた.

各温度まで凍結後,4oCで 1日間融解し,新しい液

体培地に移し変え再成長させた.15日後の細胞の

湿重量を測定し,OoC 処理の細胞重量を生存率

100%として,各凍結温度における細胞重量と比較

することで生存率を求めた.

5.糖含量の測定

3つの異なる成長.段階の培養細胞を各期間低温馴

化し,上述した様に洗浄処理を行った.洗浄後,鍋

胞を吸引処理により回収し,100mgの細胞を 1.5

mlエツペンチューブに回収した.次に,プラステ
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イツクpestleを用いて細胞を破砕し,Kamataand

uemuraと同様の方法で糖の抽出,定量を行った10).

6.マイクロアレイ

マイクロアレイ解析は,独立行政法人理化学研究

所横浜研究所に依頼し,アジレント社 22kオリゴア

レイを用いて行った.解析に用いたサンプルは誘導

期の培養細胞をNA,CAl,CA2,CA4処理したも

のである.この培養細胞から TRIZOLReagent

(Invitrogen)を用いてtotalRNAを抽出し,電気

泳動と吸光度測定によりRNAの質を確認した.

マイクロアレイデータは,以下に述べる2つの条

件を両方満たすものについて解析を行った.

① 各コンディションのRaw (Cy5Intensity)も

しくはControl(Cy3Intensity)値の平均値の

どちらかが,CAl,CA2,CA4処理の 3点全

てで 1,000以上である.

② CAl,CA2,CA4処理の内,どれか一点でも

誘導強度が3倍以上になるもの,或いは0.3倍

以下に抑制されるもの.

また,得られたデータの解析は,MicroArray

E叩reSSionDatasearch(http://rarge.gsc.riken.go.jp/

microarray/microarray_expgene.p1)及び Genevesti-

gator(https://www.genevestigator.ethz.ch/～W3pb/

genevestigator/index.php?page=home)を用いて行

った.
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結果および考察

1.成長曲線

T87懸濁培養細胞は,継代後 10日目までの生重

量増加は小さかった (Fig.1).11日目から14日目

にかけて生重量は急激に直線的に増加した.しかし,

その後培養日数を長くしても,生重量の増加はほと

んど見られなかった.以上のことから,培養開始後

0-10日が誘導期,ll-14 日までが対数増殖期,

15日以降が定常期であると決定した.

2.凍結耐性の変化

細胞レベルにおける凍結耐性を明らかにするた

め,誘導期 (継代後 8日目),対数増殖期 (継代後

12日目),定常期 (継代後 15日目)における培養

細胞の低温馴化処理 (未馴化 :NA,低温馴化 2,4,

7日:CA2,CA4,CA7)による凍結耐性の変動を

解析した (Fig.2).NA区では,全ての培養細胞に

おいて-6oCまで 50%以上の生存率を示した.しか

し,生存率は-7oC以下になると 10%以下まで急速

に減少した.つまり,NA培養細胞の生存可能な温

度は-6oCであることが分かった (Fig.2a).低温馴

化 2日の細胞においては,対数増殖期,定常期では

NA細胞と比べ凍結耐性の増大は見られなかった.

しかし,誘導期の培養細胞は約-10oCまで凍結耐性

が増大した.そこで,低温馴化時間を延ばし4日間,

7日間低温処理を行ったところ,凍結耐性は-6oCと

なり,NA区と同様の耐性に戻ってしまうことが分

かった.

この結果より,培養細胞 (誘導期)は低温馴化機

構を持つことが示唆された.しかし,シロイヌナズ

ナ植物体が CA2までの間に急速に凍結耐性を増大

させ CA7では最大凍結耐性が得られる2)のに対し,

培養細胞では誘導期に限って CA2までの間に急速

に凍結耐性が増大するが,長期間の低温馴化では凍

結耐性が減少するという違いが明らかになった.こ

れは,培養細胞では長期的な耐性維持機構が欠けて

いるため生じた現象であるのかもしれない.

3.糖含量の変化

細胞レベルにおける凍結耐性の変動と細胞内糖

含量の変動との関係を明らかにするため,各成長段

階の培養細胞における低温馴化過程での糖含量の
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変動を解析した (Fig.3).NA区における細胞内の 誘導期の細胞は他の成長段階の細胞より顕著に糖

全糖含量は,誘導期 (5.55mg/gFW),対数増殖期 が細胞内に蓄積していることが分かった (Fig.3a).

(2.13mg/gFW),定常期(0.53mg/gFW)であり, 低温馴化過程での全糖含量の変動を見ると,誘導
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期の細胞では低温馴化 6時間 (CA6h)で急速に細

胞内に蓄積し,それ以降の低温馴化では顕著な変動

は見られなかった.一方,対数増殖期の細胞では

CA4以降に顕著な糖の蓄積が見られ,定常期の細胞

では全ての低温馴化過程で目立った変動は示さな

かった.次に,糖の種類 (sucrose,glucose,fructose)

の変動を見ると,誘導期の細胞におけるsucroseと

glucose含量は全糖含量で見られた傾向と類似して

おり,CA6hで急速に蓄積 した後,程度の大小はあ

るもののCA2まで減少傾向を示し,CA2からCA7

にかけ再び蓄積 した.しかし,fructoseの含量は,

低温馴化過程でほぼ変わらない傾向を示した.対数

増殖期における各糖含量の変動は全て CA4以降に

起こることが分かった.また,定常期の細胞では全

ての糖で顕著な変動は見られなかった (Fig.3b-d).

誘導期の細胞で他の2つ成長段階の細胞と比べて

顕著に糖が蓄積していることから,細胞内に糖が一

定量存在 していることが低温馴化機構を獲得する

ために重要な要因であるかもしれない.今後は,細

胞内糖含量と凍結耐性の関係を明らかにするため

にも,対数増殖期や定常期といったNA状態で糖含

量が少ない細胞に糖を添加 した時の凍結耐性の変

動を解析する必要がある.

4.マイクロアレイ解析

誘導期の培養細胞において,低温馴化過程で変動

する遺伝子の網羅的解析を行った.低温処理により

448個の遺伝子発現が誘導され,438個の遺伝子発

現が抑制されていた.上述した様に本培養細胞の凍

結耐性は,誘導期の培養細胞を CA2処理した時に

一過的に増大することが分かっている.この凍結耐

性を制御する可能性を持つ遺伝子には次の変動を

示すものが考えられる :(丑cAl以降,発現が衰退す

る遺伝子 (一過的な誘導),②cAlのみ発現誘導さ

れる遺伝子,③cAl以降,発現の抑制が緩和される

遮伝子 (一過的な抑制),④cAlのみ発現が抑制さ

れる遺伝子.これは,凍結耐性を増大,或いは抑制

させる最終産物が多くの中間産物によって制御を

受けている場合である.①の変動を示す遺伝子は

I04個 (glycosyltransferase,MYB-relatedtranscrLPtion

factorなど),②は 62個 (2-0xoglutarate-dependent

deoxygenaseなど),③は 53個 (GALAzincfZ'nger

protein,aLLrin-regulatedproteinなど),④は 10個

(23)

(wRKYfamilytranscrLPtionfactor,glucosyltransferase

など)存在することが分かった.興味深いことに,

この様な変動パターンを示す遺伝子群のうち,シロ

イヌナズナ植物体では見られない細胞特異的な誘

導,或いは抑制を示す遺伝子が存在していた.つま

り,植物体では変動しない,又は,抑制される遺伝

子が培養細胞では誘導されている,或いは,その逆

のパターンを示す遺伝子である.細胞特異的な変動

を示す遺伝子のうち,①の変動パターンを示すもの

は7個,②は3個,③は5個,④は3個であった.

この様な細胞特異的な遺伝子は,細胞レベルにおけ

る低温馴化機構に重要な遺伝子であることが考え

られる.今後,これらの遺伝子について凍結耐性を

指標とした機能解析を行 う予定である.

摘 要

シロイヌナズナ培養細胞の成長曲線から誘導期,

対数増殖期,定常期を決定した.低温馴化処理によ

る各成長段階の培養細胞の凍結耐性変動を解析 し

たところ,誘導期の培養細胞を低温馴化 2日した時

のみ凍結耐性が約-6oCから-10oCまで増大した.糖

含量は,既にNAの状態において誘導期の細胞で最

も多かったが,低温馴化との関連は明らかではなか

った.マイクロアレイ解析は,低温馴化処理により,

448個の遺伝子発現が誘導され,438個の遺伝子発

現が抑制されることを明らかにした.また,凍結耐

性と相関した変動パターンを示す遺伝子のうち,培

養細胞で特異的な変動を示すものも観察された.
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