
(93)

低温生物工学会誌 〔CryobiologyandCryotechnology上 Ⅵ)1.52,No.2,169-173,2006

凍結における機械的ストレスとその耐性機構
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Freezingtoleranceisanimportantcharacterforplantslivingundersubzerotemperatures

inwinterseason.Thegrowthoficecrystalsorthefreeze-induceddehydrationmechanically

maydisrupttheplasmamembrane.Manystudieshaveindicatedthatthefreezingtoleranceis

correlatedwiththecryostabilityofplasmamembrane.Although,inanimalcells,the

mecha血Callydisruptedplasmamembraneisrapidlyrepaireddependentlyontheextracelldar

calcium,noreporthasbeenpublishedontheplasmamembranerepairinplantcells.Itis

expectedthatthecryostabilityofplasmamembraneistightlyassociatedwitllthemembrane

repairmanner.Westudiedthecalcium-dependentsurvivalofplantcellformechanicalstresses

usingAmbl'dopslsprotoplastsisolatedfromcontrolandcold-acclimatedleaves.Thetoleranceto

electricshockbytlleelectroporatortreatmentwhichdirectlydisruptedplasmamembranewas

alsodependentontheextracellularcalcium.Theenhancedfreezingtolerancewasremarkably

dependentontheextracellular calcium duringfreezing.Interestingly,thetoleranceto

dehydrationcausedbyhyperosmoticsolutionwashardlydependentontlleeXtraCellular

calcium.Finally,WeestimatethatthetolerancetomechamiCalstresscausedbytheicecrystal

growthisdependentontheextracenularcalcium.

(ReceivedSept.28,2006;AcceptedNow17,2006)

緒 言

凍結に対する耐性,すなわち耐凍性は寒冷地域に

生育する植物にとって,氷点下の冬を乗り切るため

第52回低温生物工学会研究報告 17.
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に必要不可欠な生理的要素である.温帯以北で暮ら

す植物は秋から冬にかけての季節変化,特に温度低

下を感知し,耐凍性を増し氷点下で生き延びること

が出来る.この現象は低温馴化と呼ばれている.長

年にわたり,これまで多くの研究者が凍結耐性機構

の解明に取り組んできたが,未だに不透明なところ

が多く,特に遺伝的要素と耐凍性との関係が明らか

になっていない.
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Fig.1.FreezlnglnJuryandmembranerepairhypothesis.During丘eezlng,Plantcellssuffermechanicalstressesbyicecrystal
growthandkeeze-induceddehydration,andtheplasmamembraneismechanicallydisrupted.Theresultthat
synaptotagmin-likeproteinincreasesduringcoldacclimationleadstothehypothesisthattheenhanced丑.eezingtoleranceis
relatedtotherepairofdismptedplasmamembrane.

耐凍性機構の解明が困難である原因は2つ考え

られる.まず,1)凍結ストレスが3種の異なるス

トレス,すなわち,凍結脱水による乾燥ストレス,

脱水 ･吸水もしくは氷晶成長による機械ストレス,

そして低温ストレスを同時に植物細胞にもたらす複

雑なストレスであることが挙げられる.事実,植物

は,これらの複合的なストレスに対応するために

色々な遺伝子を発現したり抑制したりしていること

がマイクロアレイで確かめられている1).凍結過程

において,これらのストレスを分けて考えることが

難しく,傷害の原因を特定することが困難となり,

更にその結果,凍結傷害回避のメカニズムを明らか

にすることを困難にしている.次に,2)耐凍性と

いう性質が少数の遺伝的要素に支配されるものでは

なく,複数の要素が揃ってはじめて機能する複合的

なものである,ということが挙げられる.実際に,

耐凍性増大に大きく寄与するだろうと予想された低

温誘導性遺伝子を,単一で植物体に導入しても,そ

の形質転換体の耐凍性はほとんど上昇しない2).そ

の一方で,低温馴化に関わる転写因子を導入した形

質転換体は,低温馴化を行わなくても十分な耐凍性

を発揮することが報告されている3).

その一方で,これまでの研究から,1)細胞膜は

ある凍結温度以下では不安定になり,その結果凍結

傷害が生じること,2)耐凍性増大のためには細胞

膜が凍結下で安定的になることが必須であること,

がほぼ間違いのない仮説として支持されている4).

細胞膜は主に膜脂質と膜タンパク質により構成され

ているが,低温馴化による耐凍性の上昇と平行して,

この両者は大きく変動することが報告されてきた.

著者たちはこれまでタンパク質の網羅的同定が可能

になったシロイヌナズナを用いて低温馴化中に量的

変化を伴う細胞膜タンパクを,質量分析計を使用す

ることにより多数の低温馴化中に変動する細胞膜タ

ンパク質を明らかにしてきた5).同定した低温馴化

中に著しく増加する膜タンパク質の一つ,シナプト

タグミン様タンパク質は,膜融合による細胞膜修復

機構に深く関与する細胞膜タンパク質であることが

報告されている.動物分野では,機械的ストレスに

よる細胞膜損傷とその細胞膜修復機構についてさが

んに研究が行われてきている6).これらの研究によ

れば,細胞膜修復機構とは,機械ストレスにより細

胞膜に"穴"が生じた場合,1)細胞外から流入した

カルシウムにより"穴"の周辺に小胞が集まり,2)
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融合を始め,3)融合した膜は細胞膜に生じた"穴"

を被い,4)最終的に細胞膜を修復する,一連の機

構である.この機構の中で,シナプトタグミン様タ

ンパク質は内膜系の膜が細胞膜に融合するために必

要とされるタンパク質であると推定されている7).

この細胞膜修復の報告は動物細胞のみではあるが,

植物も自然条件下では常に風などによる物理的スト

レスを受けていることを考えると,同様な機構を持

っている可能性は高い.また,凍結下では植物細胞

は,組織内での氷晶成長に伴う圧迫と凍結脱水によ

り,必ず機械的ストレスを受ける (Fig.1upper).

この様にして,細胞膜修復機構が高い凍結耐性に関

与している可能性は十分に考えられる (Fig.1

lower).この報告では,細胞膜修復仮説の観点から,

凍結耐性機構を考察する.

材料および方法

実験材料は播種後25日目(light12h:dark12h)

のシロイヌナズナ (ArBbl'dop.dsthall'anaL (Heyn)

Columbia)を用いた.プロトプラストはUemuraet

al. 8)の方法に従い単離した.得られたプロトプラス
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トを,0.4M (低温未馴化),0.5M (低温馴化1日)

もしくは0.6M (低温馴化7日)ソルビトールを含

む溶液 (1mMMes/KOH (pH5.6),lmMCaC12

もしくはOmM EGTA)に懸濁した.

耐凍性試験はプロトプラストを 100LLLずつ試験

管に分注した後,アルコールバスを用いて行われた.

凍結融解過程は次の通りである.すなわち,1) -

2℃で20分間静置した後,試験管の外から液体窒

素温度まで冷却したスパーテルをあて凍結を開始さ

せる (氷核形成),2)-2℃で更に30分間置いた

徳,目的の温度まで2℃/minのスピードで冷却する

(平衡凍結),3)目的の温度に達した後,試験管を

アルコールバスから取り出し,室温で5分間静置し,

プロトプラスト懸濁液が融解したことを確認した後,

氷中暗所に保存する (融解).

エレクトロポレーション処理は,200LILプロトプ

ラストを 4mm キュベットに分注した後,2 ms

でsquare-waveにより,50,75もしくは100Vの

電圧でGenePulser(BioRad,USA)を用いて行わ

れた.

浸透圧処理は,ソル ビ トール溶手夜 (1mM

Mes/KOH (pH 5.6),1mM CaC12もしくはOmM

EGm ,4 M もしくはOM ソルビトール)を適量

0℃でプロトプラスト溶液に加えることにより行わ

れた.

6li2-816-412J
-8 110-12-14 -2 -4 16 -8 -10-12114-16-18-20

Freezingtemperature(oC) 圏 ca2･ 閤 EGTA

Fig.2.FreezlngtolerancetestwithArabidopsISPrOtOPlasts.Protoplastswereisolated&omArabidopsisleaves
non-acclimated(NA)orcold-acclimatedf♭roneday(ACld)orsevendays(AC7d).ThesuⅣivalsorprotoplastsin
thepresenceof1mMCaC120r1mMEGTAweremeasured.Thevaluesofsurvivalaremeans土S.e.(n-9).
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それぞれの処理後,サンプルは直ちに,0.001%

fluoresceindiacetate(FDA)により染色され,血球

計算板を用いて生存しているプロトプラストを数え

た.生存率は処理前の生細胞の数を 100%として計

算された.

結果および考察

序論でも述べたように,細胞膜修復には必ず細胞

外からのカルシウムの流入が必要とされる.逆に,

もし細胞膜修復機構が凍結耐性に関与するのであれ

ば,少なくとも凍結耐性は細胞外カルシウムに依存

する.この事を検証するために,細胞外の条件をコ

ントロールしやすいプロトプラストの系を用いて,

プロトプラスト懸濁溶液に 1mM CaC12,もしくは

1mM EGm を加えて,凍結耐性試験を行った (図

2).プロトプラストは低温未馴化,低温馴化 1日目

と7日目のシロイヌナズナから単離したものを用い

た.その結果,凍結耐性の大きさは,低温馴化に関

わりなく,どのプロトプラストでもカルシウムが凍

結融解中に細胞外に存在しなければ,大きく凍結耐

性が低下することが明らかとなった (図2).この事

は,凍結融解中に細胞はカルシウムを用いて凍結耐

性を上昇させていることを意味する.カルシウム依

存性の凍結耐性は,カルシウム存在下とEGTA存在

下での生存率の差により示されるが,このカルシウ

ム依存性凍結耐性は低温馴化と共に増加する.また

低温馴化後は,カルシウム依存性凍結耐性はどの温

度域でも全生存率のおおよそ40から60%を示す.

この様にして,低温馴化による凍結耐性増大も,細

胞外カルシウム依存性凍結耐性の増大が関与するこ

とが示された.

上記の実験により,凍結耐性は細胞外カルシウム

に大きく依存することが示されたが,植物が細胞膜

修復機構を持っているか否かは今のところ明かでは

ない.一方,動物細胞ではエレクトロポレーション

による直接的な機械ストレスに対する耐性は,カル

シウム依存性の細胞膜修復に依存することが報告さ

れており9),またエレクトロポレーションは理論的

にもまた実験的にも膜を直接破壊 し穴を開ける

ことが知られている10,ll).そこでエレクトロボ

レータ-を用いて,プロトプラス トに対して細胞

膜修復の有無を検討した.その結果,この機械ス

トレスに対する生存率は細胞外カルシウムに依存す

ることが明らかとなり (Table1),細胞膜を直接破

壊するような機械ストレスに対する耐性はカルシウ

ム依存的であることが示された.この様にして,植

物においてもカルシウム依存性膜修復機構が存在す

る可能性が高いことが示された.

Tablel･Survivalsafterelectroporation.

Ⅵ)ltage 50V 75V 100V

ca2十 102士6 81土5 60士5

control)EGTA 83土6 59j=3 28土3

細胞外における凍結,もしくは凍結融解過程では,

下記の3つの原因により,細胞膜に機械的ストレス

が与えられるものと推測される.すなわち,1)凍

結脱水による細胞収縮,2)融解に伴う細胞膨張,

そして3)氷晶成長による物理的な圧迫である.こ

のうち,凍結脱水と融解過程の吸水は,これまでプ

ロトプラストを用いた実験で,懸濁溶液の浸透濃度

を変えることにより,非凍結下において模擬実験が

行われてきた4). -4℃の凍結は2,15M相当の脱水

を伴うことが予測されるため12),プロトプラスト懸

濁溶液のソルビトール濃度を変えることにより,漢

結脱水と融解吸水の模擬実験を行った.脱水,もし

くは脱水 ･吸水処理により生存率の低下は見られた

が,カルシウム依存性の耐性は凍結時と比べその値

は小さく (Table2),またその差には統計的有意な

差はなかった (P <0.05)この様にして,カルシウ

ム依存的凍結耐性は,凍結脱水と融解過程の吸水に

対する耐性である可能性は低く,また氷晶成長によ

る物理的な圧迫が関与している可能性が高いことが

推察された.

Table2.Survivalsa洗erosmotictreatment.

Osmotictreatment 2.15M
2.15M

->0.6M

suⅣival Ca2+ 83土4 51土3

control) EGTA 76士3 40土3
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本実験により,1)凍結耐性の半分はカルシウム

依存的であること,2)細胞膜に対する機械ストレ

ス耐性もカルシウム依存的であること,3)浸透圧

ス トレスに対する耐性はカルシウム依存性が低いこ

と,が明かとなった.以上の結果を合わせて考える

と,耐凍性試験で観察された細胞外カルシウム依存

性凍結耐性は,氷晶成長が引き起こす物理的な細胞

膜破壊に対する耐性,すなわち細胞膜修復機構であ

る可能性が高い,と推察される.しかし,今のとこ

ろこの事を直接示すデーターはない.凍結耐性と細

胞膜修復機構との関係は,分子的メカニズムが明ら

かにならない限り,明確にならないと考えられる.

今後,細胞外カルシウム依存性凍結耐性と細胞膜修

復機構との関係をシナプトタグミン様タンパクを中

心として明らかにしていきたいと考えている.
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