
(99)

低温生物工学会誌 〔CryobiologyandCryotechnology〕,Vol.52,No.2,175-180,2006

シロイヌナズナ低温応答性細胞膜タンパク質の機能解析
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Ⅰnmanytemperateplants,coldacclimation,whichisachievedbyexposuretonon-freezing,

lowtemperatures,resultsinaslgmificantincreaseinfreezlngtoleranceasaconsequenceofthe

pbysicochemicalstabilizationoftheplasmamembrane,whicllistheprimarydeterminantofthe

cellsurvivalunderfreezingconditions.Althoughthecausalrelationshipbetweenanincreasein

freezingtoleranceandchangesinplasmamembranelipid_compositionduringcoldacclimation

hasbeenwellestablished,therehavebeenonlyafewstudiesontheroleofplasmamembrane

proteinsinacquirementoffreezingtoleranceToinvestigateit,wehavedeterminedtheeffectof

cold-responsiveplasmamembraneproteinsonthefreezlngtoleranceofArBbl'dopsl'splants.One

ofthecold-responsiveplasmamembraneproteinsthathasdomainswithhighsimilarityto

proteinsinthelipocalinfamily(Ambl'dopsl'Slipocalin,AtLCN)waschosen.Transgenic

Ambl'dopslsplantsthatoverexpressAtLCNshowedenhancedfreezlngtolerancecomparedto

wildtypeplants.Usingprotein-lipidoverlayassay,wefoundthatrecombinantAtLCNprotein

hadahigh afEimityforacidicphospholipidsfoundintheplasmamembrane.Takentogether,

AtLCNproteinmaycontributetoincreaseinfreezlngtolerancebyaccumulatingadjacenttothe

plasmamembraneandbindingtotheacidphospllOlipids.
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緒 言

植物の凍結時における細胞膜の物理化学的安定化
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は,細胞の生存と密接に関連 していることが知られ

ている 1).細胞膜の安定化に関連して,凍結耐性が

増大する低温馴化過程では動的に脂質組成変化が起

こることが多くの研究により示されている 2,3).し

かし,細胞膜に局在,または,その近傍に存在する

タンパク質と低温馴化によって誘導される凍結耐性

増大との関係に着目した研究は非常に限られている

4,5).我々は,モデル植物であるシロイヌナズナを用

いて植物の低温馴化に関する分子機構の解明を目指
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して研究を続けており,これまでに,低温馴化過程

で量的変動を示す細胞膜関連タンパク質をプロテオ

ーム解析により同定した 6).それら低温馴化に応答

して変動する細胞膜関連タンパク質の中から,大腸

菌の細胞膜に存在 し,飢餓条件,高浸透濃度条件な

ど種々のス トレスに応答するIipocalinタンパク質と

相同性が高いlipocalin様タンパク質 (以下,AtLCN

と略す)に注目し,その機能解析を進めている.本

報告では,AtLCN 過剰発現形質転換シロイヌナズ

ナを用いた凍結耐性評価,および, AtLCN と細胞

膜との相互作用様式などを解析した結果について示

す.

材料および方法

l.実験に用いた植物とその生育,低温馴化

シロイヌナズナ(Azabldopsl'sthall'aDaL.Heyhn.)

を実験材料に用いた｡野生型 として Columbia

ecotypeを用いた.AtLCN過剰発現形質転換体は,

定法に従ってクローニングされた AtLCN遺伝子を

恒常発現プロモーター (カリフラワーモザイクウイ

ルス 35S プロモーター)の下流に繋げ､それを

pIG121Hm ベ ク タ ー に 組 み 込 ん だ も の を

Agrobacteriumに導入し,FloralDip法によってシ

ロイヌナズナに形質転換した 7).その後,得 られた

種子をカナマイシン含有培地での選抜を繰 り返して

得 られた T3世代の種子を用いて発芽させた形質転

換体を実験に用いた｡

シロイヌナズナの種子は,バーミュキュライ ト/

パー ライ ト上 に播種 し,23oC,連続 光 (125

LLmOl/m2/see)で約 3週間生育させた.必要に応 じ

て､Hoagland水耕液を与えた｡この試料を低温未

馴化とし,低温馴化は,低温未馴化個体を人工気象

器 (2oC,日長 12br:100LLmOl/m2/sec)中で2日間

処理 した.

2.プロトプラス トの低温顕微鏡観察

プロトプラス トは,-低温未馴化の葉からUemura

らの方法 3)によって単離された.等張液に懸濁され

た単離プロトプラス トは,温度可変ステージを備え

た倒立型顕微鏡ステージに載せられ,一定速度(0.25

-loo°/min)で冷却した.植氷は自然に行われ,お

およそ,-1--3oCの範囲内で観察された.-10oCま

で冷却 した後,1.OoC/minで温度を上昇させ,プロ

トプラス トが完全に融解するまで 3-5℃で 3分間

程度静置した.プロトプラス トの凍結融解過程は顕

微鏡に取 り付けた CCD カメラ (C2400-08:浜松

ホ トニクス)により撮影し,ビデオテープ記録され

た画像からプロトプラス トの凍結融解後の生存率(凍

結前を 100%として計算した)を求めた.なお,融

解後一定時間経過 した後に凍結前と同様の細胞膜の

状態を保っていること (すなわち,プロトプラス ト

が球形を保っていること)を生細胞の基準としたが,

なお,予備的な実験から,上記により得られた生存

率は蛍光染色によって得られた生存率とほぼ一致す

ることが確かめられている(データは示していない).

3.植物体の凍結耐性評価

超純水で洗浄した後にキムタオル上で水気を切っ

た植物体 5-6個体を 50mlプラスチックチューブ

に入れ,その上に 3Ⅹ4cm角のキムワイプを載せ

0.4mlの純水で湿らせて乾燥を防いだ.凍結はプロ

グラムフリーザー (FROCOOLBATHNCB-3400,

EYELA)を用いて行った.サンプルを-2oCで 15min

冷却して平衡 した後,50LLlの純水から作成された氷

晶を加えて植氷を行った.さらに,-2oCで2hr置い

た後､2oC瓜rの冷却速度で凍結させた.4oCで一晩

融解後,植物を土に植え直し,2週間後の生存率を

調べた.

4.Protein-Hpidoverlayassay

組換えAtLCNタンパク質は,5'末端に6ⅩHisTag

配列を付加した AtLCN全長を含むプラスミドを用

いて形質転換した大腸菌で発現させ,定法に従って

His-Tagと親和性のあるニッケルカラムを用いて精

製 した.ニ トロセルロース膜に目的脂質をプロット

した後,1次反応として 5LLg/mlAtLCN溶液と,引

き続き2次反応では西洋ワサビ過酸化酵素を結合し

たHis-Tag抗体と反応 させ,最終的には化学発光試

薬処理によって検出した8).AtLCNに対する親和性

は,低温未馴化,低温馴化 2日の植物から単離した

細胞膜(uemuraらの方法 3)によって単離された),

細胞膜から抽出した細胞膜全脂質,さらには,市販

のリン脂質 〔ホスファチジン酸 (PA),ホスファチ

ジルコリン (PC),ホスファチジルエタノールアミ:

ン (PE),ホスファチジルグリセロール (PG),ホ
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スファチジルイノシ トール (PI),ホスファチジル

セリン (PS)〕(AvantiPolarLipids,USA;Doosan

SerdaryReseracllLaboratories,S.Korea)につい

て調べた.

結果および考察

1.Ai:LJⅣ過剰発現体の凍結耐性評価

AtLCN は低温馴化過程で蓄積することから,凍

結耐性の増大に関与するのではないかと考え,

AtLCN過剰発現体を用いて凍結耐性評価を行った.

低温顕微鏡を用いて､葉から単離されたプロトプラ

ス トを-10℃ まで凍結し､その後の融解過程を観察

した結果は,形質転換体のプロトプラス トが野生型

(wT)に比べて生存率が約2倍高いことを示した9).

また,植物個体を用いた凍結耐性検定は,低温馴化

後でも､形質転換体の-9oCでの生存率が野生型と比

較して有意に高かった (Table1).低温馴化 した

WT と形質転換体の葉を凍結融解した後に電解質漏

出率を測定した実験においても,-5から-9oCの範囲

で形質転換体のからの漏出率がWTより減少してい

た 8).従って,ある特定の凍結温度範囲で AtLCN

が凍結傷害発生を抑え,生存率を向上させているこ

とが考えられる.つまり,AtLCN はこの温度範囲

で起きる凍結傷害を回避または修復する作用を持つ

ことが予想される.

Table1.EBTectofAILCNoverexpressiononthesurvivalof
Arabidosisplants.

Wildtype
AtLCN

OVereXPreSSOr

TemperattNe Survival(%)

OoC 100

-8oC 97.2土 2.8

-90C 45,0土14.7

-100C 49.4士18.1

-110C 20.6土 9,4

-120C 20.0土16.3

100

96.7土3.3

93,9士3.9

58.9土7.8

6.1土3.9

2.8土2,8

Plantswerecold-acclimatedfor2daysat20Cbefore丘.eezing.
SuⅣivalwasdeterminedbasedonwholeplantregrowthtest
describedinthetext.Notethattherewasnodecreasein

survivalaRerfreezingovertherangeof12t0 -70Cbothinwild
typeandAtLCNoverexpressor.
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低温馴化前後の植物における凍結過程では,凍結

時の脱水によって細胞膜が機能的な損傷を受ける

LossofResponsiveness(LOR) と呼ばれる傷害が

見られる2).LOR とは,脱水の進行に伴って,十分

な距離を保っていた生体膜同士が異常接近により融

合し,細胞膜の半透性が失われ,細胞は活動を維持

できなくなるというものである.したがって,AtLCN

は生体膜の異常接近を緩和する効果があり,低温馴

化過程で起こる他の細胞内における変動とあいまっ

て､-9oC付近に起こる程度の脱水に伴 う生体膜の異

常接近を防ぐ効果があるのかもしれない.

2.AtLCNと細胞膜との親和性

実際にAtLCN が細胞膜と相互作用するか否かを

調 べ るた め ,AtLCN と細 胞 膜 の親 和 性 を

protein-lipidoverlayassayにより調査した･その結

果,低温未馴化植物体からの細胞膜とその抽出全脂

質,及び,AtLCN の間では親和性が低いことが判

明した (Fig.1).一方,低温馴化後の試料では,細

胞膜とはほとんど反応しないが,細胞膜から抽出さ

れた全脂質との間で反応が見られることが明らかに

なった.
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Fig.1.AtLCN aHlnitytoplasmamembraneorplasma
membranephospholipids.Assayswereperf♭medin
thepresence(greybars)Orabsence(hatchedbars)of
Caion(1m叫).Allsampleswereadjustedto0.26トLg
phospholipid.Plasmamembranesandtotallipid
extractswerepreparedwithseedlingsbefわre(NAPM
andNAlipid,respectively)orafter(CAPM andCA
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シロイヌナズナを含む植物の低温馴化過程でCa2+
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濃度が一過的に上昇すること11),さらには,1'nTq'tTO

で Ca2十が酸性脂質である PSと作用することが報

告されている12),そこで, 1mMCa2+存在条件下

においてprotein-lipidoverlayassayを試みた(Fig.

1).その結果,AtLCN は低温未馴化の細胞膜,お

よび,細胞膜全脂質,低温馴化後の細胞膜,および､

細胞膜全脂質の全てと親和性を示した.従って､

AtLCNは低温馴化過程でCa2十を介して細胞膜脂質

と相互作用することが推測される.
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Fig.2.AtLCN airlnity to phospholipids.Assayswere
performedinthepresence(greybars)Orabsence
(hatchedbars)ofCaion(ImM).Allsampleswere
adjustedtoO･26pgphospholipid.AtLCNaffinitywas
expressedastheratioofsignalintensity ofeach
sampletothatorblank areawherenolipidswere
blottedonthemembrane.

3.AtLCNとリン脂質との親和性

以上の解析から,AtLCN が細胞膜脂質と高い親

和性を持つことが考えられるため,次に親和性を持

つ脂質分子種の検証を行った.シロイヌナズナ細胞

膜脂質の約半分はリン脂質で占められている3上 一

般に､低温馴化過程において細胞膜 リン脂質含量が

増加することが知られていることから3,13),AtLCN

が低温馴化後のシロイヌナズナ細胞膜脂質と高い親

和性を示したこととリン脂質増加が相関している可

能性があると考え,様々なリン脂質を用いてprotein-

1ipidoverlayassayを行った (Fig.2).Ca2+非存在

下では,AtLCN とリン脂質間の相互作用は､ホス

ファチジルセリン (PS)を除いてほとんど観察され

なかった.一方,1mMCa2+存在下では,PSの他

にもホスファチジン酸 (PA),ホスファチジルグリ

セロール (PG),および,ホスファチジルイノシト

ール (PI)でもシグナルが見られ,AtLCN と相互

作用することが確認された.しかし,細胞膜の主要

なリン脂質であるホスファチジルコリン (PC)とホ

スファチジルエタノールアミン (PE)に関しては,

いずれの条件下においてもシグナルはほとんど観察

されず (バックグラウンドに比べてもシグナル強度

が低い場合が多い),AtLCN との親和性が低いこと

が判明した.

AtLCN との高い親和性が確認されたPA,PG,

pI,および,PSは,電気的に酸性を示す (つまり,

生理的pHでは負電荷を持つ)ことから(Table2),

AtLCNは細胞膜に存在する酸性リン脂質と相互作

用すると考えられる.なお､細胞膜に存在する主要

なリン脂質PCとPEは,中性リン脂質であり,坐

理的pHでは電荷を帯びていない.

Table2.Polarheadgroupstructureofphospholipidsinplant
plasmamembrane

P血ospbolipids Polargroup

PA -PO4-H acidic

PS -P04-CHCOONH3 aCidic

PG -P04-CH2CH(OH)CH20H acidic

PI -PO4-C6(OH)5 aCidic

PC -PO4-N(CH3)3 neutral

PE -PO41NH3 neutral

AtLCNと同様に低温で誘導されるトウモロコシ 14･

15)やコムギ 16)デハイ ドリンタンパク質は細胞膜に

存在し,1'nTq'tzlDでは,それらのデハイ ドリンタン

パク質はα--リックス構造を取り,PAで構成された

脂質二重膜と強く結合することが報告されている17).

このことから,著者らは,デハイ ドリンタンパク質

は,負電荷を帯び,かつ,-キサゴナルロ相を形成

しやすいPAに結合することで膜の安定化に働くの

ではないかと推測している17).今回得られた結果も,

AtLCNが低温馴化過程で細胞膜近傍に蓄積 し,Ca2十

を介 して酸性リン脂質と結合することにより細胞膜

を安定化 し,究極的には,凍結耐性の増大に貢献し

ていることを示しているのかもしれない.現在,様々

な組成からなる人工脂質小胞 (リポゾーム)の凍結

融解課程における安定性に対するAtLCNが与える

影響を引き続き調査している.
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