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凍結ス トレスと植物
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Plantfreezingtoleranceisoneofthemostimportantfactorswhichdeterminethe

productivityanddistributionintheworld.Tbmperateplantsincludingmanycropspecieshave

an abilitytoincreasetheirfreezingtolerancewhen exposedtolow butnon-freezing

temperaturesfb∫certainperiods,whichisknownascoldacclimation.Cold-acclimation-induced

increaseinfreezingtoleranceisassociatedwith diversechangesoccurringintheplasma

membrane,whichultimatelyresultsinanincreaseinthecryostabilityoftheplasmamembrane

towithstandvariousabioticstressesimposedbyfreezing(i.e.,dehydration,high-salt,and

mechanicalstresses)andanaccelerationoftherecoveryprocessafterthawing.Wehave

intensivelyinvestigatedalterationsintheplasmamembranecompositionandaccumulated

evidencesthatindicatedynamicresponsesofproteinandlipidcompositionsintheplasma

membranetolowtemperatures.Recently,Wehaveinitiatedanalysisofmicrodomainsinthe

plasmamembraneduringcoldacclimation andfoundthatboth theprotein andlipid

compositionsofthemicrodomainssigni丘cantlyaltereda氏ercoldacclimation.Amicrodomain-

localizedprotein,synaptotagmin-likeprotein 1 (SYTl),which becomesconcentratedin

microdomainsaftercoldacclimation,islikelytofunctionallyinvolveincalcium-associated

membranerepairProcessthatisessentialtomaintainhigh survivalafterafreeze/thawcycle.

Theseresultsconfirmthatplantplasmamembraneisthemostimportantfactortodetermine

howplantcellstoleratefreezingCOnditions.

(ReceivedApr.15,2009;AcceptedJun.1,2009)

緒 言

地球上に生育する植物は,常に植物体を取り巻く

環境から様々なス トレスを受けて暮らしている.蘇

境ス トレスの中でも凍結を含む低温ス トレスは,棉

物の生育地域を制限し,農作物の生産量に影響を与

える最も重要なス トレスの一つである 1).さらに,

低温ス トレスは,曝される時間が非常に短い場合で

も被害が甚大になる可能性が高いため盛んに研究が
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行われてきた.

熱帯や亜熱帯に生育する植物は低温に対する耐性

をほとんど持たないが,温帯以北に生育する植物は,

氷点下の気温で発生する凍結ス トレスによる傷害発

生を回避,あるいは,遅延する能力を持ち,その能

力は秋から冬にかけての温度の低下と日長の短縮を

感知して増大させる (低温馴化)2).それぞれの植

物が生存できる温度以下に曝されると,植物は被害

を受けることになる.地球温暖化が徐々に進む状況

では,農作物の低温傷害は減少すると単純に考えら

れるが,実際には,東 日本以北などでは果樹類をは

じめとした農作物の低温による被害 (晩霜による被

害など)は依然として脅威であることが懸念されて

いる 3).従って,植物の低温耐性の増強は,解決す

べき重要な植物学上の課題の一つと考えられる.

では,植物はどのように凍結ス トレスに対処し,

その生存を可能にしているのであろうか?最近の分

子生物学および生理生化学的研究手法の進展により,

植物が示す凍結耐性分子機構に関する知見は急速に

蓄積し,その理解が進んでいる.本論文では,凍結

ス トレスに対する植物の応答を概説し,その後,我々

の研究室において得られた凍結耐性獲得機構に関す

る知見を中心に,凍結ス トレスによる傷害発生に重

要な役割を果たしている生体膜系の凍結融解過程に

おける挙動,凍結傷害の発生の分子機構,さらには,

低温馴化過程における膜系の変化と凍結耐性に果た

す役割等を示し,今後の研究の方向やその実用的な

貢献などについて考えてみたい.

氷点下の温度ス トレスに対する植物の応答

植物細胞の凍結過程の最初の観察は,19世紀未に

論文として報告されている4).この報告では､冬の

野外や手作りの凍結装置中に光学顕微鏡を設置し,

細胞やコロイ ド溶液が凍結する過程をリアルタイム

で記録した.この実験方法は論理的で,得られた結

果は示唆に富んでおり,100年以上たった現在にお

いても,この報告にある最終的な結論は科学的に正

しいものが多い 5)

植物は,凍結温度に遭遇した際に多様な適応戦略

を取る.熱帯や亜熱帯に生息する植物は低温に全く

耐えられないものが多いが,温帯以北の気候帯に生

息する植物は一生の間に低温に遭遇する可能性が高

く,それに耐えて生存する機構を有しているものが

ほとんどである6).Figurelは凍結温度での生存戦

略を分類したものであるが,凍結温度で生育する植

物が多様な適応様式を有していることがわかる.
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Fig.I. Diversityofplantfreezingresistance.

周囲の気温が凍結温度に下がっても,自分自身の

温度を氷点以上に保つ植物が存在する (凍結温度回

避)2･6).これらの植物は,気温が下がらないような

生息場所を選んだり,自分自身で発熱あるいは太陽

光などを集めて氷点以下になることを避けている.

さらに,氷点以下の温度になっても,植物体内に氷

晶を形成しない機構を持つ植物も存在する (氷晶形

成回避)2･6).乾燥して凍結水がほとんど無い状態で

生存するもの (無凍結水),体内のある部分の水分を

異なった部分に移動し(脱水濃縮されることになる)

凍結を防ぐもの (器官外凍結),あるいは,水分は移

動しないが何らかの機構で氷晶形成を防いでいるも

の (過冷却)が知られている7).

一方,温帯以北に生育する多くの植物は,気温が

氷点下になると体内に氷晶を積極的に形成し,生存

する機構を有する (凍結耐性).しかし,氷晶は細胞

内で形成されるのではなく,必ず細胞外にできる(細

胞外凍結).植物組織は,細胞が隙間無く密に存在し

ているのではなく,細胞と細胞の間に水蒸気をはじ

めとする様々な物質を含んでいる空間 (細胞間隙)

が存在する.細胞間隙には氷晶核となる細菌や物質

が存在し,さらに,細胞内に比較すると溶質濃度も

低いことから,気温が氷点下になるとまずそこに氷

が形成される.水と氷が共存する温度においては,

液体の水分子が有する化学ポテンシャルが氷を形成

する水分子のそれより高いため,細胞内の水は細胞

膜を通過して細胞間隙の氷表面に移動する.このよ

うな機構で氷晶は温度低下に伴って成長し,それに

よって細胞内は次第に脱水される.その結果,細胞
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内溶液の氷晶形成開始温度ますます低下し,細胞内

での氷晶形成 (細胞内凍結)を防ぐことになる.以

上をまとめると,細胞外凍結によって生存している

植物は,温度の低下に加えて,水から氷-の状態変

化による体積増加に伴 う機械的ス トレス,細胞内か

らの水の移動に伴 う脱水ス トレスなどの複数のス ト

レスに耐えることが必須となる.以下にこの細胞外

凍結している植物が示す生存戦略について概説する

凍結融解過程における生体膜挙動 と

凍結傷害発生機構

植物細胞が細胞外凍結した場合には,細胞内から

の脱水によって発生する脱水ス トレスが大きな影響

を与える8,9).発生する傷害の種類や傷害発生の度合

いは,細胞の生理的状況 (凍結に強いか弱いか)や

試料が凍結される温度によって大きく異なる (Fig.

2).

植物細胞に細胞壁を溶出させて得られたプロトプ

ラス トを用いた実験では,低温馴化前の凍結に弱い

細胞の場合,凍結すると細胞内の水分が細胞外に移

動して細胞が収縮し,その結果,細胞膜の余剰分が

細胞内に陥没し,小胞として切 り出される 10).この

小胞 (Endocytoticvesicles)は細胞膜とは離れた状

態で存在し,融解中に起こる細胞の膨張過程で細胞

膜に戻ることができず,その結果,細胞は破裂して

しまう(Expansion-InducedLysis;EIL).さらに低

い凍結温度まで凍結した場合は,強い脱水の影響で

膜表層に存在する水分子が除去されてしまい,その

結果,細胞膜と細胞内膜系 (葉緑体包膜や液胞膜な

ど)が相互作用して膜の独立性を失 うことになる.

そのような膜は,融解中の細胞体積が元に戻らず,

細胞膜の半透性が崩壊 してしまうため,細胞は死に

至る (LossofOsmoticResponsiveness;LOR).低

温馴化した凍結に強い細胞においては,Endocytotic

vesiclesは全く観察されず,それに変わって,細胞

膜 の外側 に細胞 膜 由来 の突 起物 (Exocytotic

extrusions)が観察される.この突起物は細胞膜と

連続 しており,プロトプラス トが生存する場合は,

融解過程で再び細胞膜に吸収される.しかし,プロ

トプラス トが傷害を受ける場合には,凍結温度に関

わらず,細胞膜の半透性を失うことが原因と見られ

る融解過程での細胞体積増加の応答が見られず,細

(31)

胞は死んでしまう.これは,低温馴化前の細胞に見

られる LOR と同様の現象であるが,低温馴化前後

で見られる LORでは細胞膜と細胞内膜系の相互作

用の結果表れる微細構造に違いが見られる (低温馴

化前には-キサゴナル ⅠⅠ相転移が観察され,低温馴

化後にはフラクチャージャンプ現象が観察される).

a)未馴化細胞 (EndocytotlCVeSiclesとLossofosmoticresponsNeneSS)

⊥ ⑳一二 一 ⑳

C)馴化細胞 (ExocytotlCeXtruSlOnSとLossofosmoticresponsiveness)

凍結脱水一一一一一一一一一一一一一一● 寧堅 国 璽璽

Fig･2･Diversityofcryobehavioroftheplasma
membraneisolatedfomnon-andcold-acclimated

protoplasts･

さらに,最近,細胞のまわりに形成された氷晶に

よる機械的ス トレスも傷害の発生を導く可能性が示

された 11).組織内で水が凍結する場合に起こる水か

ら氷-の変換は急激な体積増加をもたらし,その結

果,細胞は圧迫される.さらには,また,氷晶によ

って細胞の最も外側にある細胞膜が傷っけられてし

まうことも考えられる.事実,カルシウム感受性の

凍結耐性を測定することにより,脱水ス トレスによ

って発生する傷害と機械的ス トレスによって発生す

る細胞膜に関連した傷害が区別できることも示され

ている.

以上のように,植物細胞を凍結した場合,複数の

ス トレスによって傷害が発生することがわかる.し

かも,傷害発生は細胞膜の性質に依存することから,

植物細胞は細胞膜のス トレス耐性を増加させる,あ

るいは,細胞膜を凍結過程で発生するス トレスから

保護することによって,凍結状態でも細胞が生存で

きるように対応しているものと考えられる.
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低温馴化過程における膜系の変化と

凍結耐性機構

凍結傷害の発生が最も早く起こるのが細胞膜であ

るという事実に基づき,低温馴化過程における細胞

膜の組成と機能の変動が明らかにされてきた 8).た

とえば,低温馴化処理(2-5oC処理を1日～数週間)

を行 うと温帯性植物の多くは凍結耐性を増大する.

世界中で広く使用されているモデル植物 ･シロイヌ

ナズナ (AzabJ'dopslsthall'ana)は,2oCの低温馴化

で急速に凍結耐性を増大させ,24時間処理後には生

存可能温度が-4oCから-8oCに低下することが示

されている.さらに低温馴化を継続すると,凍結耐

性は徐々に増加し,3日後に-loo°,7日後には-

13oCに達する.しかし,そのまま低温馴化を28日

続けても凍結耐性の増加は見られない.このように,

シロイヌナズナは非常に早く低温に応答し凍結耐性

を増加させるが,他の多くの植物は凍結耐性の増加

を示すにはより長い期間の低温馴化を必要とする.

ライムギなどのイネ科植物では1週間ほどの期間を

要し,その後少なくとも4週間は凍結耐性を増大さ

せ,ライムギは-20--30oC程度まで,オー トムギ

は-10-112oC程度まで生存が可能になる 12).こ

れらの植物が示す最大耐凍性は,遺伝子にコー ドさ

れている情報を基にして遺伝的に決定されていると

考えられている.

低温馴化過程で起こる凍結耐性増大に関連した細

胞膜の重要な変動の一つは,リン脂質含量の増加で

ある.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)において,

低温馴化過程で細胞膜のリン脂質含量が共通して増

加する 10).リン脂質はその極性基の部分に水分子を

結合する能力が他の脂質と比べて強く,低温馴化過

程におけるリン脂質の増加は,凍結過程で起こる膜

表面からの脱水を防ぎ,脱水による細胞膜構造の不

安定化を防止しているものと考えられている.なか

でも,主要なリン脂質であるホスファチジルコリン

は1分子あたり数個の水分子を結合することができ

る.リン脂質の増加が凍結耐性を増大させている実

験的証拠は,プロトプラス トと特定の脂質組成から

なる脂質小胞 (リポゾーム)の融合実験によって得

られている 13,14).不飽和脂肪酸を含むホスファチジ

ルコリンから構成される脂質小胞をプロトプラス ト

と融合させ,人工的に細胞膜リン脂質組成を変化さ

せると,プロトプラス トの凍結耐性は大きくなる.

同時に,この融合プロトプラス トでは,前述した

Endocytoticvesiclesの発生が見られず,それに変わ

ってExocytoticextrusionsが見られることから,低

温馴化前めプロトプラス トの細胞膜リン脂質含量を

低温馴化後の状態に近づけると,細胞膜の凍結融解

過程における挙動も低温馴化後のものと同様になり,

その結果,凍結傷害の発生頻度の減少と発生機構の

変動が起こることが示された.従って,低温馴化過

程で起こる細胞膜脂質変動が凍結傷害発生機構の変

換が強く関連していることがわかる.

さらに,低温馴化過程で起こる細胞膜タンパク質

組成も大きく変動することが示された 15･16).シロイ

ヌナズナ細胞膜のタンパク質は,低温馴化 1日目で

大きな変動を示し,その後も7日目まで徐々にいく

つかのタンパク質が変化した.それら変動するタン

パク質を質量分析し,得られた結果とシロイヌナズ

ナを初めとする遺伝子情報から得られたタンパク質

データベースに照らし合わせて同定を試みたところ,

38個の低温応答性細胞膜タンパク質を同定するこ

とに成功した.これら低温誘導性細胞膜タンパク質

には,脱水や酸化ス トレスなどから膜を保護すると

考えられるタンパク質 (リボカリンなど)や膜修復

に関与するタンパク質 (シナプ トタグミン様タンパ

ク質など)が含まれ,凍結融解過程で細胞膜にかか

るス トレスを緩和,あるいは,ス トレスによって引

き起こされる傷害から回復する機構に関わるタンパ

ク質が存在していることが示された.また,これら

の低温誘導性細胞膜タンパク質の多くは,低温馴化

1日目に急速に変動しており,凍結耐性の増大時期

とよく一致していた.

生体膜は 1972年に発表された流動モザイクモデ

ルで示された構造を有し,非常に柔軟性に富んだ,

しかも,よく制御された状態で機能していると考え

られている17).しかし,様々な研究結果から,生体

膜の上には構成分子の流動性が異なる領域が存在し,

厳密には一様ではなく分割された領域から構成され

ているという考え方が提唱されるに至った 18,19)

1997年には,細胞膜上にはスフィンゴ脂質とステロ

ールに富む微小領域(マイクロドメイン)が存在し,

そこには小胞輸送タンパク質やシグナル伝達などの

重要な細胞機能に関わる特異的なタンパク質が局在
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し,機能性 ドメインとして存在 しているというモデ

ルが提唱されるに至った (Fig.3)20).細胞膜マイ

クロドメイン研究は動物細胞で先行 しているが,近

午,植物細胞でも組成解析が報告され始めている

2ト25).植物ではウイルスの侵入ポイントとして細胞

膜マイクロドメインの関与が報告されており,動物

細胞と同様に機能的にも重要な役割を果たしている

と考えられ 26),植物細胞でも動物細胞と同様の機能

を有するマイクロドメインが存在していると推測さ

れる.しかし,低温馴化や凍結耐性と細胞膜マイク

ロドメインの関係についての報告はなかった.

スフィンゴ脂質･ステロール

に富む領域

+ ii
スフィンゴ脂質ステロ-ル ダ)セロリン脂質

Fig･3･ Schematicillustrationofamicrodomain

illtheplasmamembrane･

低温馴化過程では,様々な植物に共通して,細胞

膜に含まれるスフィンゴ脂質(グルコセレブロシ ド)

含量が低下する 10).例えば,シロイヌナズナでは7

日間の低温処理によって,グルコセレブロシドは全

脂質の7.3m01%から4.3m01%-と40%以上減少す

る27).グルコセレブロシドは疎水性が非常に強く結

合水の数も少ないことから,低温馴化中に見られる

含量低下は低温下での膜の流動性の低下や脱水下で

の膜機能不全を防ぐことに意味があると考えられて

きた.しかし,マイクロドメインの組成や機能を合

わせて考えると,グルコセレブロシ ドの減少が異な

った意味で凍結耐性に影響を与えている可能性も示

唆される.

事実,単離精製されたシロイヌナズナ細胞膜マイ

クロドメインは,全細胞膜画分とは異なる脂質 ･タ

ンパク質組成を示し,特定の成分が凝集する特異的

な領域を形成していることが判明した 28,29).さらに,

(33)

低温馴化前後のシロイヌナズナから細胞膜マイクロ

ドメインを単離 したところ,一定量の細胞膜タンパ

ク質当たりのマイクロドメインタンパク質回収量は

低温馴化とともに減少することが明らかになった.

この結果は,低温馴化前後で細胞膜に存在するマイ

クロドメインの大きさや数が減少していることを示

唆しており,その減少が低温馴化とともに起こるグ

ルコセレブロシド (スフィンゴ脂質)含量の低下の

影響を受けているようにも見える.さらに,マイク

ロドメインに存在するタンパク質のうち,低温馴化

に応答して量的変動を示すものを質量分析法によっ

て同定したところ,膜輸送関連タンパク質,小胞輸

送関連タンパク質,細胞骨格タンパク質,およびマ

イクロドメイン関連タンパク質群などに属するタン

パク質が同定された.以上の結果は,低温馴化に細

胞膜マイクロドメインが応答 し,低温馴化過程にお

ける細胞膜の作 りかえ,細胞膜一細胞壁の相互作用

などに細胞膜マイクロドメイン局在性タンパク質が

関わっている可能性を示唆している,今後は,低温

に応答するマイクロドメインタンパク質の機能を変

異体や遺伝子組み換え体を用いて解析し,細胞膜マ

イクロドメインが果たす凍結耐性機構-の関与をさ

らに追求していくことが必要である.

マイクロドメインの中には,凍結耐性に関係する

興味深いタンパク質が存在する.それは,動物細胞

では機械的ス トレスで生じた膜傷害をカルシウムに

依存して修復するタンパク質 ･シナプ トタグミンに

類似 したタンパク質 (シナプ トタグミン様タンパク

質)である 11,15,30).シロイヌナズナの細胞膜マイク

ロドメインに存在するシナプ トタグミン様タンパク

質は,低温馴化で急速に増加する.植物細胞を凍結

した場合,氷晶が細胞膜と接触する,あるいは,鍋

胞膜の近傍に共存する状況が生じた場合,細胞膜に

"礼"が生じる可能性がある.シナプ トタグミン様

タンパク質は,この孔を修復する機構に関与し,凍

結耐性増大に関わっているとい う仮説を立てた.

様々な実験をしたところ,(1)シロイヌナズナプロ

トプラス トおよび菓組織切片ではカルシウムに依存

した凍結耐性機構が存在する,(2)カルシウム依存

凍結耐性は脱水ス トレスや浸透圧ス トレスでは見ら

れない,(3)凍結中に細胞外から細胞内へのカルシ

ウム流入が観察される,(4)抗体処理によってシナ

プ トタグミン様タンパク質を不活性化するとカルシ
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(34)

ウム依存凍結耐性は消失する,などが明らかになっ

てきた.これらの結果は,実際に,シロイヌナズナ

シナプ トタグミン様タンパク質が,カルシウムに依

存した膜修復機構で機械的ス トレスによる影響を緩

和し,凍結耐性増大に貢献していることを示唆して

いる.

他にも,最近,マイクロドメインに存在するエキ

ソサイ トシス関連のダイナミン様タンパク質も凍結

耐性に関与する可能性が示唆された 31).従って,マ

イクロドメインの中には凍結耐性を決定する複数の

タンパク質が存在し,凍結耐性獲得には重要な役割

を果たしていることが考えられる.

まとめと今後の展望

植物が,季節の移り変わりを認識し,夏から冬に

かけて凍結耐性を増大する機構は,非常に巧妙で解

明されていないことも多く残っている.最近の分子

生物学的手法の進歩や生理生化学的解析技術の改良

などによって,複雑な寒冷適応様式が明らかになっ

ている.しかし,上述したように,凍結に対する耐

性はいくつかのス トレスに同時に曝される複合的な

様相を帯びており,それらのス トレスを全て考慮に

入れた場合の耐性機構は解明するにはあまりにも複

雑すぎる.各ス トレスを分離し,単一ス トレスに対

する応答を明らかにした上で,複数のス トレスを組

み合わせて実験を進めるといったアプローチが盛ん

に用いられている.

植物細胞の凍結傷害発生が細胞膜の損傷に起因す

ることはほぼ間違いないと考えられるが,その原因

となるス トレスによって傷害発生機構は異なってい

る.さらに,凍結が原因で細胞膜が構造的 ･機能的

損傷を受ける機構 (傷害発生機構),あるいは,低温

馴化過程における凍結耐性が増大する分子機構 (凍

結耐性獲得機構)に関する解明はいまだ十分である

とは言えず,多くの領域で残された点が見られる.

強力な武器となり得る分子生物学的解析手法に限ら

ず,従来から用いられている生理 ･生化学的アプロ

ーチを使用し,基礎となる現象をきちんと理解した

上で研究を進めていくことが重要である.また,植

物の凍結耐性機構や低温馴化速度,さらには,凍結

様式などは植物種や組織 ･器官によって異なってい

る.従って,一つの材料に偏ることなく,様々な角

度から多くの材料を用いて研究を行 うことが凍結耐

性機構の理解には必要不可欠である.
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