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植物細胞膜マイクロドメインタンパク質の低温応答性
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AllBbl'dopsl'stAall'anaincreasesfreezlngtoleranceuponexposuretolow,non-freezing

temperatures,whichisknownascoldacclimation(CA).cAresultsinsignificantchangesinthe

lipidandproteincompositionsintheplasmamembraneandthesechangesaffectthefreezing

toleranceofplants.Recently,domainsintheplasmamembrane(calledasmicrodomains),which

contain membranespeciacproteinsassociatedwith membranetrafficking.and signal

transduction,areisolatedasdetergent-resistantplasmamembranefractions(DRM).To

investigatetheroleofDRM-associatedproteinsinCA,wecharacterizedcold-responsive

DRM-associatedproteinsinAmbl'dopslsseedlingsduringCA.Two-dimensionaldifferentialgel

electrophoresisandsubsequentmassspectrometricanalysesrevealedthatmanyproteins

quantitatively changed during CA,among which p-type H十一ATPase,aquaporin and

endocytosis-relatedproteinsincreasedandtubulin,actinandV-typeH'-ATPasesubunits

decreasedinDRM.Geneexpressionanalysisindicatedthattheproteinaccumulationlevelsin

DRM duringCAwerenotregulatedatlevelsoftranscription.Theseresultssuggestthat(1)

Arabldopsl'splasmamembranemicrodomainsplayaroleasaplatformformembranetransport,

membranetraffickingandcytoskeletoninteractionand(2)thechangesintheseproteinsarenot

correlatedwiththechangesingeneexpressionlevelsduringCA.

(ReceivedOct.16,2008;AcceptedDec.ll,2008)

緒 言

温帯域の植物は,凍らない程度の低温にある期間

さらされると,より低い凍結温度に対する耐性能力

第54回低温生物工学会研究報告 15.-や
lKeywords:A招bl'dopsls,低温馴化,細胞膜,マイ

クロドメイン,タンパク質]

(耐凍性)を獲得する.この過程は低温馴化機構と

呼ばれる.モデル植物シロイヌナズナ植物体は,数

日間の低温(2oC)馴化処理によって,凍結耐性(LT50:

半数個体致死温度)が-4oCから-10oC程度まで上昇

する1)低温馴化過程では,遺伝子発現変動やタンパ

ク質の蓄積変化,代謝レベルでの変動を経て,生理

学的 ･形態学的な応答が起こり,これら一連の変化

が耐凍性の増大に密接に関係していると考えられて
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いる2,3).一般的に,凍結にさらされた植物細胞は,

細胞外 (アポブラスト)領域に形成される氷晶に起

因する脱水ストレス,および機械的ストレスを受け

る.この時,細胞外と細胞内を隔てる細胞膜の機能 ･

構造維持が細胞の生存に最も重要であることが知ら

れている 4). このことから,低温馴化過程で起こる

植物細胞膜の構成成分の変化と凍結ストレス下での

細胞膜の構造 ･機能維持との関連性に焦点を当てた

研究が進められてきた.

細胞膜はリン脂質,ステロール脂質,スフィンゴ

脂質からなる脂質二重層と膜タンパク質から構成さ

れており,細胞膜構成成分は,細胞骨格タンパク質

などの裏打ちタンパク質により動きが制限され,不

均一に分布していると考えられている.また,膜脂

質の数%を占めるスフィンゴ脂質は,膜脂質の大半

を占めるリン脂質と比較して融点が高い,ステロー

ル脂質と高い親和性をもつ,互いに会合Lやすいと

いう物理的特性を持つ.このことから,細胞膜のス

フィンゴ脂質はステロール脂質とともに,リン脂質

からなる比較的流動的な液晶相とは異なる領域に分

布し,流動性が抑制された秩序液晶相として細胞膜

上に微小 ドメインを形成すると考えられている.こ

のようなスフィンゴ脂質の物理的特性を流動モザイ

クモデルに取り入れて生まれたのが,"細胞膜マイク

ロドメイン"の概念である 5).スフィンゴ脂質とス

テロール脂質に富むマイクロドメインは,これら脂

質と親和性が高い膜タンパク質とともに,非イオン

性界面活性剤不溶性膜 (DRM:旦etergent一里eSistant

plasma塁とembrane)画分として生化学的に単離さ

れる.DRM 画分には様々な受容体や,細胞骨格,

メンブレントラフイッキング,膜輸送や細菌感染に

関するタンパク質が含まれていることから,膜機能

の中心的な場としてのマイクロドメインの重要性が

指摘されている.

低温馴化過程で耐凍性を増した多くの植物では,

細胞膜のスフィンゴ脂質含量が低下する 6).また,

低温は膜脂質の物理的性質を変化させることから,

スフィンゴ脂質を主成分として形成されるマイクロ

ドメインが低温馴化過程で何らかの影響を受けてい

ることが考えられる.そこで,植物の細胞膜マイク

ロドメイン構成成分が低温応答性を示すか否かを調

べるために,シロイヌナズナ細胞膜由来のDRM画

分に存在するタンパク質及び脂質の網羅的解析を行

った (Minamietal.,submitted).本研究では,低

温馴化過程におけるマイクロドメイン局在タンパク

質の変動と低温馴化との関連性について考察すると

ともに,DRM 画分におけるタンパク質の蓄積変化

と転写レベルでの制御との関係について報告する.

略 語

CA:coldacclimationorcoldacclimated(低温馴化)

CHC:clathrinheavychain(クラスリン重鎖)

DRM:detergent-resistantplasmamembrane(#

イオン性界面活性剤不溶性細胞膜)

DRP:dynamin-relatedprotein (ダイナミン様タ

ンパク質)

LC-MS/MS:liquidchromatography-mass

spectrometry/massspectrometry(液体クロ

マ トグラフィー/タンデム質量分析)

MALDI-TOP/MS:matrix-assistedlaser

desorption/ionizationtime-of-nightmass

spectrometry(マ トリックス支援レーザー脱

離イオン化飛行時間型質量分析)

p-ATPase:p-typeH+-ATPase(細胞膜プロトンポン

プ)

PIP:plasmamembraneintrinsicprotein(細胞膜

型アクアポリン)

TUA:α-tubulin(α-チューブリン)

TUB:β-tubulin(βチ ューブリン)

2D-DIGE:two-dimensionaldifferencegel

electrophoresis(蛍光標識ディファレンスゲル

二次元電気泳動)

VATPase:VtypeH+-ATPase(液胞膜プロトンポン

プ)

材料および方法

1.生育方法及び低温馴化処理条件

シロイヌナズナ (A摺bL'dopsl'sthall'ana(L.)

HeynhecotypeColumbia)植物体は,種子を土に

播種後,23oC連続光 (501100LLmOum2/S)下で3-

4週間生育させたものを用いた.また,低温馴化処

理は人工気象器 (2oC,12時間日長,100PmOl/m2/S;
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CU-351A;トミー精工)で行った.

2.細胞膜及びDRM画分の調製

低温馴化処理前後のシロイヌナズナ植物体地上部

から水性二層分配法により細胞膜画分を調製した 6).

得られた細胞膜画分を用い,2mgのタンパク質に対

して3mlの1% (W/v) TritonX-100を含む緩衝液

にて氷上で30分間の処理を行った7).TritonX-100

処理した細胞膜画分は,65% (W/W)スクロース溶

液と混ぜてスクロースの終濃度が52% (W/W)にな

るよう調製し,その上に 35,30,5% (W/W)スク

ロース溶液を重層した.スクロース密度勾配遠心

(141,000g;20h,4oC)後,35-45% (W/W)スク

ロース濃度付近に浮遊した2本の白濁した不透明な

層を集め,超遠心分離によりペレットとして回収し,

非イオン性界面活性剤不溶性細胞膜 (DRM)画分と

した.

3.タンパク質解析

ウェスタンブロット解析には低温馴化0,2,4日

目の植物体から調製した等量のDRM タンパク質を

SDS-PAGEによって展開後,PⅥ)F膜に転写し,一

次抗体に抗 clathrinheavychain 抗体 (CHC

antibody[4A8];Abcam),抗細胞膜型アクアポリン

(PIP) 8),抗p-typeH+-ATPase抗体 (p-ATPase)

9),抗α一及びβ-tubulin抗体 (TUA,TUB;DMIA,

nlb2.1;Sigma-Aldrich),抗 band-7protein抗体

(Minamietal.,submitted),ならびにHRP標識

二次抗体を反応させて行った.

(87)

DRM タンパク質の低温馴化過程におけるタンパ

ク質蓄積量の差異の解析には,蛍光標識ディファレ

ンス ゲル 二 次 元 電 気 泳 動 (2D-DIGE:two-

dimensionaldifferencegelelectrophoresis)法を用

いた.GEHealthcare社のプロトコールを元に蛍光

標識 したタンパク質を固定化 pH 勾配ゲル (pH

3-llNL,18cm;GEflealthcare)によって等電点

電気泳動した後,SDS-PAGEによる二次元日電気泳

動 を行 った.泳動後 ,MolecularlmagerFX

(Bio-Ra且)を用いてゲルイメージを取得後,

PDQlleStV 8.0(Bio-Ra且)ソフトウェアによりタ

ンパク質の蓄積量を定量的に解析した.DRM タン

パク質の同定には,MALDI-TOFrMS(Voyager-DE

STR , Applied Biosystems), 及 び Q-TOP

LC-MS/MS(Waters)法を用いた.

4.遺伝子発現解析

低温馴化 0,0.5,1,2,4,7日目の植物体の葉

から全 RNAを抽出し,キット (ReverTraAce-α-;

TOYOBO)を用いて cDNA を合成した.その際,

外部標準としてApolyA'RNA-A (TaXaRa)を加

えた.Real-timePCRはTablelのprimerセット

を元にSYBRGreenI(SYBRPremixExTaqTMII;

TaKaRa)を用いて行った.目的遺伝子の発現量は

リファレンスコントロールとして同様に解析した A

polyA+RNA-Aの相対的濃度値をもとに補正し相対

定量法により求めた.

DNA マイクロア レイ解析は,NASOArrays

(http://affymetrix.arabidopsis.info/)から本実験

Table1.Listofreal-timePCRprimers

NllCleotideSequence仏-to3')
foracactccattttcgaQCgCtaCa
revtteaatag聯 CgagageCt
brgctbtccttcgtc鴨Caac
revctctcttgctgatCtgagag
fortcacacacat桝 gcag
revtttacccaaaeagttcagattca
forgtttggtttccaggattgttat
rev年CaCaCgCaagtaCatCatCa
forcttcttcggctgagagacaa
revtatgctcctcgatgggtttt,
foratagagtcggcccaatttgc
revcgaatggaatgaaatgetga
forttcctttggaggagaggaga
revtcgaagcaagaacaagagga

RedTimePrimer触 ApDlyA(ThKaRa)

AGICodeNo.

At5g42080

At3g60190

AtlglO290

Atlg59610

At2g45820

At3g08530

At3g11130

触 et

DynamjかrdatedproteinlA(DRPIA)

I)ynamin-rdated,protein1耳由RPIE)

Dynamin-rehtedprotein2A0)RP2A)

Remorinfamilyprotein

Clathrinheavychain･1(CHCl)

Glathrinheavychain-2(CHC2)

Externalstandard也polyA'RNAIA)
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条件と類似した低温馴化処理条件のものを検索した.

遺伝子発現解析に使用したNASCARRAYS-404は,

シロイヌナズナ約 24,000遺伝子の塩基配列が含ま

れている AffymetrixATHIArabidopsisGenome

Array,及び播種後3週間目の植物体を4oCで 9時

間日長の低温条件下で0,1,6,12時間及び 1,2,

4日間処理した植物体から調製された RNAを用い

て行った10).また,低温馴化処理過程における遺伝

子発現量の経時的変化は,データベース検索により

得られた遺伝子発現プロファイルから各々の遺伝子

のsignalvalueの平均値を算出し,その後,低温馴

化処理0日目の平均値に対する相対値として算出し

た.

結 果 と 考 察

1.シロイヌナズナ細胞膜及びDRM タンパク質

低温馴化処理前後のシロイヌナズナ細胞膜画分か

らスフィンゴ脂質とステロール脂質に富む非イオン

性界面活性剤不溶性細胞膜 (DRM)画分を単離した

(Minamieta1.,Submitted).DRM タンパク質は

細胞膜タンパク質の約 5-10%の割合で回収された.

Fig.1.SDS-PAGEanalysisoftheplasrhamembrane
andDRM proteinsfromAzTabldopsls.Plasma
membraneandDRM proteins (3pgeach)
WereanalyzedbyelectrophoresisonalO%
SDS-polyacrylamidegel.Proteinpatternswere
visualizedwiththesilver-Stainlngmethod.

また,細胞膜画分とDRM画分のタンパク質の泳動

パターンが異なることから,特異的な細胞膜タンパ

ク質がDRM画分において濃縮されていることが明

らかとなった(Fig.1).さらに､低温馴化過程では,

細胞膜タンパク質あたりのDRM タンパク質の収量

の低下がみられ,7日間の低温馴化処理により回収

率が9.5%から5.7%-と未処理の場合の60%まで低

下することが明らかとなった.

2.低温馴化過程におけるシロイヌナズナ DRM タ

ンパク質の質的変動

MS解析によりDRM 画分-の局在が示されたタ

ンパク質の低温応答性をウェスタンブロット解析に

よって調べたところ,CHC,PIPは低温馴化処理2

日後に,p-ATPaseは4日後にDRM 画分において

増加し,TtJA,TUB は共に減少することがわかっ

た (Fig.2).また,band-7タンパク質は低温馴化

処理2日目でわずかではあるが蓄積量の増加がみら

DRM
NA CA2 CA4

CHC

PIP
PIATPase磯≡ヨ監 匿済

Fig.2.WesternblotanalysisofDRMproteins.DRM
proteins (1.5pgeach) wereanalyzedby
SDS-PAGE.NA,non-acclimated;CA2andCA4;
cold-acclimatedfわr2and4days,respectively.

れた.

さらに,低温馴化処理過程におけるDRM タンパ

ク質の質的変化を詳細に解析するため,2D-DIGE

法を用いてタンパク質の蓄積変化を比較解析した.

その結果,解析が可能であった160個余りのDRM

タンパク質スポットの約 40%が低温馴化過程で蓄

積変動していることが明らかとなった (Minamiet

al.,submitted).低温馴化処理後にDRM画分で蓄

積量の増加がみられたタンパク質として,dynamin

様タンパク質群 (DRPIA,1E,2A,2B)やremorin

タンパク質が同定された (Table2).また,減少す
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るタンパク質には,VtypeH+-ATPase(VATPase)

サブユニット群やactin,tubulinタンパク質が含ま

れていた.SKU5,Hsc70や band-7タンパク質な

どは低温馴化処理過程を通じてDRM 画分-の蓄積

パターンに大きな変動は見られなかった.

以上の結果から,CHCやdynamin様タンパク質

など,エントサイ トーシスに関わる細胞内小胞輸送

関連タンパク質群として分類されるものは低温馴化

処理後 DRM 画分-の蓄積量の増加がみられ,

tubulinやactinなどの細胞骨格系タンパク質群,及

び VATPaseサブユニット群は低温馴化処理後

DRM 画分-の蓄積量が著しく減少することが明ら

かとなった.これは,同一の機能分類群として類推

されるタンパク質が,DRM 画分内で同様の低温応

答性を示すことを意味している.スフィンゴ脂質に

よって構成される細胞膜上のマイクロドメインには

機能的に関連しあうタンパク質群が集合し,各々ク

ラスターを形成していると考えられることから,こ

れらタンパク質群の量的な変動が低温馴化後にみら

れる膜機能に影響を及ぼしていることが考えられた.

3.DRM タンパク質の遺伝子産物の低温応答性

次に,DRM 画分における低温馴化処理に伴うタ

ンパク質の蓄積変動と遺伝子発現変化の関係につい

て調べた.まず,低温馴化過程でDRM 画分-の蓄

積が見られたタンパク質をコードする7つの遺伝子

の低温馴化過程における発現変化をrea1-timePCR

法により解析した (Fig.3).DRPIE遺伝子は低温

馴化処理過程で転写レベルでの増加がみられたが,

DRPIA,2A,及び2B遺伝子の発現量はほとんど変

化せず,また,zlemOTl'Dや CHCl,2遺伝子は数日

間の低温馴化処理によって発現量が減少する傾向を

示した.

さらに公開されているシロイヌナズナのDNAマ

イクロアレイのデータ (NASCARRAYSl404)を利

用し,DRM タンパク質の転写産物の低温応答性を

調べた (Table2).低温馴化処理0,1,6,12時間

目及び 1,2,4日目における遺伝子の発現変化を調

べたところ,低温馴化過程で変動するタンパク質の

DRM 画分-の蓄積量と遺伝子発現レベルの変動に

は明確な相関関係がみられないものが多く含まれて

いることがわかった.

3

2
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ゆ CHCl
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Fig.3.Relativeexpressionprofilesofgenesencoding
cold-increasedDRMproteins.mRNAlevels
weremeasuredusingreal-timePCRanalysis
atO,0.5,1,2,4and7daysduringCA.

次に,ウェスタンブロット解析によって低温馴化

過程で増減がみられたタンパク質ファミリーの遺伝

子発現変化を調べた.シロイヌナズナのゲノム上に

はPIP,p-ATPase,TUA,TUB,actinタンパク質

をコードする遺伝子がそれぞれ 13,ll,6,9,10

個存在する.そのうち,マイクロアレイデータベー

スで検索が可能であったそれぞれ 9,ll,4,7,8

個の遺伝子について低温馴化処理4日間における発

現変化を調べた (Fig.4).その結果,低温馴化過程

でDRM 画分でのタンパク質の蓄積量の増加がみら

れたPIPファミリーの遺伝子発現レベルは一過的に

上昇する一部の遺伝子を除き,その多くは減少傾向

を示した.また,DRM 画分においてタンパク質レ

ベルでの蓄積量の増加がみられたp-ATPaseや減少

したtubulinをコー ドする遺伝子の一部は,転写レ

ベルにおいて増加が見られたものも存在したが,そ

の多くは大きな変動を示さなかった.一方,actin

遺伝子も転写レベルでの大きな増減は見られなかっ

たものの,低温馴化処理 1日目及び2日目で比較的

発現量が減少する傾向のある遺伝子が多く存在した.

ま と め

細胞膜タンパク質は,mRNAの情報をもとに小胞

体で合成され,ゴルジ装置,輸送小胞系を経て膜脂

質とともに細胞膜まで運ばれる.一方,不必要にな

った膜構成成分は,輸送小胞系を介して細胞膜から
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Fig.4.Relat.iveexpressionprofilesofgenesencodingDRMproteins.ChangesinmRNAlevelsduringcold
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除去されていると考えられている.本研究では,低

温馴化過程におけるマイクロドメインを構成する

DRM タンパク 質の多くが,見かけ上転写レベルで

の増減とは一致せずに蓄積量を変化させていること
P

を明らかにした.このことは,遺伝子発現レベル以外

の制御機構によって低温馴化過程における細胞膜マ

イクロドメイン-のタンパク質の蓄積量が調節され

ていることを示している.プロテオーム解析では,

細胞内小胞輸送経路の中でも特に細胞膜上や細胞外

の物質を細胞内-輸送するエンドサイ トーシスに関

与するCHCやdynamin様タンパク質が低温馴化

過程のDRM 画分において増加することが示された.

従って,これらタンパク質を介した小胞輸送経路が

低温馴化過程における細胞膜構成成分の変動に関与

していることが考えられる.

一方,低温馴化過程のDRM 画分では脂質レベル

においても組成変化が見られた (Minamietal.,

submitted).膜タンパク質の中には,近傍の膜脂質

の組成により活性調節を受けるものが存在する 11)

このことから,低温下で変動するマイクロドメイン

構成脂質が,マイクロドメインにおけるタンパク質

の蓄積量や機能にまで影響を与える可能性も十分考

えられた.今後は低温馴化過程におけるマイクロド

メイン局在タンパク質及び脂質における分子レベル

での質的変動と,低温馴化過程で増大する凍結耐性

における膜機能との関連性について,より詳細な解

析を行う予定である.
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