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植物におけるカルシウム依存的凍結耐性の普遍性
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Freezlngtoleranceofplantsgrowingintemperateandfrigidzoneshasacrucialfeaturetosurvive

incoldwinter.Interestingly,inAmbl'dopsl'scells,abouthalfofthefreezingtolerancedependson

ext,racellularcalcium.Furthermore,ext,racellularcalciumincreasestolerancetothemechanicalstress

causedbyelectroporation,whichdisruptstheplasmamembrane,butitdoesnotincreasetoleranceto

thesimpleosmoticstress.Ithasalsobeenindicatedthatcalcium-dependentfreezlngtoleranceinvolves

plasmamembraneresealingviaSYTlinAmbl'dopsl'S.However,thegeneralityofthisphenomenonin

freezlng-tolerantplantsremainsunknown.Here,wehypothesizethatplantswhichsurviveincold

wintergenerallypossessthecalcium-dependentfreezlngtolerance.Totestthishypothesis,winterwheat

(Tn'tl'cumaestl'vumL.cv.Chihoknkomugi)leaveswereusedasarepresentativeofmonocots,and

Jerusalemartichoke(Hell'anthustubemsusL.)tuberswereusedasadicototherthanBzlassl'cBspecies.

Thecalcium-dependentfreezingtolerancewasmeasuredwithprotoplastsortissuesectionsby

calculatingasthedifferencebetweensurvivalsinthepresenceandabsenceofcalcium.Ourresult畠

indicatewheatleavesandJerusalemartichoketuberspossessthecalcium-dependentfreezingtolerance.

Thus,itispossiblethatthecalcium-dependentfreezingtoleranceisacommonmechamismformany

anglOSPermS.Ontheotherhand,thelevelofcalcium-dependentfreezingtolerancewasquitedifferent

betweenwheatleavesandJerusalemartichoketubers.Thissuggeststhatthestrategyoffreezing

toleranceisdifferentamongplantsortheirorgans.

(ReceivedNoヤ.27,2009;AcceptedJam.15,2010)

緒 昌

温帯以北に生息する生物は,冬の間,気温が氷点

下まで下がる厳しい環境を乗り越えねばならない.

氷点下においては,多くの水分が凍結するものと考

えられるが,冬期に生存できる植物では細胞内は凍

結せず,細胞の外のみが凍結している(細胞外凍結)

と考えられている.これは,一般に,細胞内が凍結

を起こすと(細胞内凍結),細胞内の構造は破壊され,
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細胞は生存することができないからである1).

一方,細胞間隙などの限られた空間の中で,氷晶

が形成し成長すると,細胞は物理的に圧迫され,機

械ストレスを受けることが予想される.実際に,凍

結状態下の植物を融解せずに固定した試料を電子顕

微鏡により観察した報告では,細胞間隙に氷晶が形

成され,細胞壁ごと変形している細胞の様子が写し

出されている 2).機械ストレスを受けると,細胞膜

は,その負荷を一時的に緩和することはできるもの

の 3),ある一定以上の負荷が加わると耐えきれなく

なり,細胞膜に局所的な `̀穴"が開いてしまうこと

が,間接的に示されている 4).現在までのところ,

最終的に植物個体の死につながる細胞レベルの凍結

傷害は,細胞膜の不可逆的な傷害であることが,こ

れまで数多くの研究から指摘されている5).従って,

植物が冬を越し,再び春に成長するためには,凍結

誘導性の機械ストレス(凍結機械ストレス)に対する

耐性を獲得することが必要不可欠な要素であると言

える.

越冬する植物には,秋から初冬にかけて,凍結耐

性を含めた冬の生活に適した生理的形質を獲得する

低温馴化と呼ばれる現象がある 1).シナプトタグミ

ン様タンパク質sYTlは,シロイヌナズナにおいて低

温馴化中に著しく増加する細胞膜タンパク質として

報告された 6).これまで,シナプトタグミンは晴乳

類の神経細胞においてカルシウムセンサーとして同

定され,また,機械ストレス耐性機構である細胞膜

修復に関与していることが報告されている.細胞膜

修復とは,機械ストレスによって細胞膜に "穴"が

生じた場合,1)細胞外からカルシウムが流入する,

2)細胞膜に局在するシナプトタグミンがカルシウム

を受け取る,3)それをきっかけとしてエキソサイ ト

ーシスが起こる,4)融合した膜が細胞膜に生じた

"穴"を覆い,細胞膜を修復する,という仮説であ

る 7).最近のシロイヌナズナにおける詳細な研究の

結果,1)細胞外カルシウムの存在下において凍結機

械ストレス耐性が上昇すること,2)この細胞外カル

シウム依存的凍結耐性にはSYTlが必要であること,

3)sYTl変異体では凍結耐性が著しく低下すること,

が分かっている 4).これらの結果は,細胞膜修復機

構が凍結耐性機構としてシロイヌナズナに備わって

いることを示している.

しかし,カルシウムに依存した凍結機械ストレス

耐性としての細胞膜修復機構に関する研究 ･報告は

シロイヌナズナのみであり,この機構が凍結耐性を

有する植物に一般的な現象か否かは明らかにされて

いない.このことを明らかにするために必要な遺伝

学的実験は,非常に時間を要するか技術的困難を伴

う.一方,細胞膜修復には必ず細胞外にカルシウム

が必要であることが示されており,シロイヌナズナ

では,細胞外カルシウム依存的な凍結耐性は,すべ

て細胞膜修復によることが確認されている 4).そこ

で,本研究でを,i,単子葉類から,冬コムギであるチ

ホクを,またシロイヌナズナと同じ双子薬類の中か

ら,キクイモを試料として選択し,細胞外カルシウ

ムに依存した凍結耐性が高等植物に普遍的に存在す

るか否かの生理学的検証を行った.

材料および方法

実験材料として,コムギ(n7'tl'cumaestlvumL.cv.

Chihokukomugi)の場合,播種後7日目(light16h:

dark8h)の第2-3葉を用いた.低温馴化は2℃(light

12h:dark12h)で行った.キクイモ (Hell'anthus

tube210SUSL.)の場合,東北農業研究センター内で生

育している塊茎を12月中旬に採取した.プロトプラ

ストはUemuraら8)の方法に従い単離した.コムギ

プロトプラストは,0.75 M ソルビトールを含む調

整液 (1mM2-(〟morpholilino)etbanesulfbnicacid

(Mes)/KOH(pH5.6),1mM もしくはOmMCaC12)

に,キクイモプロトプラストは,0.65M ソルビトー

ルを含む調整液に懸濁した.プロトプラストおよび

組織切片による耐凍性試験は,Yamazakiら4)の方法

に 従 っ た . 生 存 細 胞 を 0.001%

2-,7-biscarboxyethy1-5(6)-Carboxynuorescein

acetoxymethylester(BCECF-AM)により染色し,生

存率を凍結前の生細胞の数を100%として計算した.

結 果

1.プロト̀ブラストによる検証

コムギ仁おけ6度宗一 低温馴化一週目,二週目,

三週目,四週目のコムギより単離したプロトプラス

トに対し,-2℃,-8℃,-14℃で凍結処理を行い,坐

存率の測定を行った (Fig.1).まず,カルシウム存

在下での結果より,50%生存率 (LT5｡) を計算した
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ところ,低温馴化一週目で-8.4℃,二週目で-ll.7℃,

三週目で-ll.2℃であった.四週目では-14℃で50%

を越えていたため,LT5｡は-14℃以下であると考えら

れた.次に,各実験区においてカルシウムの有無に

よる凍結耐性の差を検討したところ,一部の実験区

においてはわずかなカルシウム依存的な凍結耐性が

確認されたものの,基本的に,どの実験区において

も統計的に有意な差は見られなかった.
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Fig.1.Survivalratesofprotoplastsisolatedfrom
cold-acclimated wheat leaves. Freezlng
tolerance tests were perfわrmed in the
presenceorabsenceof1mM calciumuslng
protoplasts isolatea from leaves
cold-acclimated(CA)for1,2,3and4weeks.
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Fig.2.Survivalratesofprotoplastsisolatedfrom
Jerusalem artichoke tubers. Freezlng
tolerancetestswereperformedat-2,-20and
-30oCinthepresenceorabsenceof1mM
calcium.Asterisk indicates a statistically
significantdifferencebasedonaStudent'si
test(**.p<0.01).
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キクイモにおノブa厳君- キクイモ塊茎より単離

したプロトプラストを用いて,-2℃,-20℃,および

-30℃において凍結耐性試験を行い,生存率の測定を

行った(Fig.2).まず,カルシウム存在下での結果

であるが,-20℃および-30℃の凍結処理において,

おおよそ80%および70%の生存率が見られ,コムギ

と比較して非常に高い凍結耐性を有することが確認

された.次に,各実験区においてカルシウムの有無

による凍結耐性の差を検討した.実験を行ったどの

温度区においてもカルシウム依存的な凍結耐性が確

認されたが,-20℃および-30℃において統計的に有

意な差が見られた｡また,これらの結果から,-20℃

においては14.9%,-30℃においては9.4%のカルシ

ウム依存的な凍結耐性が確認された.

2.組織切片による検証

プロトプラストによる検証では,プロトプラスト

をソルビトール溶液に浸しているため,凍結による

溶液濃縮の結果,機械ストレスよりも浸透圧ストレ

スを主に受けている可能性がある.一方,細胞膜修

復は浸透圧ストレス耐性には関与しない 4).そこで,

低温顕微鏡を用いた組織切片による生存率の測定を

行った.この方法は,多数の実験を短時間で行えな

い欠点はあるものの,浸透圧調節物質のない系にお

いて測定できる大きな利点がある.

コムギ仁おノダa/綻宗一 低温馴化二週間目のコム

ギ第2葉から厚さ約 70〝mの生きた組織切片を作成

し凍結実験に用いた.シロイヌナズナでは,ー組織切

片を浸透圧調節物質のない状態で凍結融解を行うと,

プロトプラストと比較して著しく凍結耐性が低下す

ることが報告されている 4).そこで,本実験では凍

結温度を-4℃とした.まず,凍結融解前後における

BCECF染色した細胞の蛍光顕微鏡画像の比較を行い,

凍結融解前後で生きている細胞を計数し,生存率を

計算した.その結果,まず,カルシウム存在下にお

いては,生存率は 93.4%であった(Fig.3A).プロ

トプラストでは-4℃の凍結実験を行っていないが,

組織切片とプロトプラストの間では,大きな凍結耐

性の差はないものと考えられた.次に,カルシウム

非存在下における生存率の計算を行ったところ,生

存率は80.7%であり,カルシウム存在下と比較して

12.7%ほど生存率が低くなっていた(Fig.3A).また,

この差は統計的に有意な値であり,Fig.1で示した
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プロトプラストの結果と異なり,組織切片を用いた

凍結耐性試験ではカルシウム依存的凍結耐性が確認

された.
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組織切片を作成後,それらを凍結実験に用いた.ま

た,プロトプラストで非常に高い凍結耐性が観察さ

れたことを考慮し,本実験では凍結温度を-10℃とし

た.まず,カルシウム存在下における凍結融解後で

の生存率を測定したところ 65.7%であった (Fig.

38).この値は,明らかに,プロトプラストによる凍

結耐性試験で得られた生存率の値よりも低いもので

あった.次に,カルシウム非存在下で生存率を測定

したところ,その値は18%であり,カルシウム存在

下の結果と比べて47.7%低いものであった.この差

は統計的に優位なものであり,Fig.2で示したプロ

トプラストの結果よりも大きなカルシウム依存的凍

結耐性が確認された.

考 察

1.コムギにおけるカルシウム依存的凍結耐性

コムギ葉では,プロトプラストを用いた実験系に

おいてカルシウム依存的凍結耐性が確認されなかっ

た(Fig.1).コムギ葉では,低温馴化後,プロトプ

ラスト懸濁準のソルビトール濃度を0.75Mとする必

要があり,この濃度はキクイモやシロイヌナズナの

ものに比べて高い濃度であった.溶液の凍結におい

ては,氷晶から溶質が排除されるため,氷晶成長と

同時に濃縮溶液が形成される.また,この氷晶成長

は,濃縮溶液の水の化学ポテンシャルと同じになる

まで続き,それぞれの体積の割合は,温度と初期溶

液濃度により決定される.すなわち,温度が高いほ

ど,また初期溶液濃度が高いほど,氷晶の体積の割

合は小さくなる.この様にして,プロトプラス ト懸

濁液の浸透圧調節物質の濃度が高くなると,凍結下

における濃縮溶液の体積の割合が増加する.この状

態では,プロトプラス トにかかるストレスは,主に

浸透圧ストレスのみとなり,本実験の目的である機

械ストレスを受ける確率が低くなっている可能性が

考えられる.カルシウム依存的凍結耐性は浸透圧ス

トレスには関与しないことから 4),プロトプラスト

を用いた実験系で,カルシウム依存的凍結耐性が見

られなかったのは,そのことが原因であることが考

えられた.そこで,浸透圧調節物質を使わない組織

切片による観察では,カルシウム存在下と非存在下

での生存率の差,すなわちカルシウム依存的凍結耐

性は 12.7%であり,カルシウム依存的凍結耐性がコ

ムギにおいて確認された(Fig.3A).しかし,この値

は全凍結耐性の内,13.6%しか占めない(12.7%

/93.4=%).シロイヌナズナ組織切片では,カルシウ

ム依存的凍結耐性は,全凍結耐性のおおよそ50%占

めることが分かっていることから 4),コムギにおい

てはシロイヌナズナと比較して,備わっているカル

シウム依存的凍結耐性は,非常に小さなものと考え

られる.

2.キクイモにおけるカルシウム依存的凍結耐性

キクイモ塊茎においては両方の方法でカルシウム

依存的凍結耐性が確認された(Fig.2および Fig.

3B).一方,組織切片で観察した時よりもプロトプラ

ス トで観察した時の方が,カルシウム依存的凍結耐

性が比較的小さくなっていた(Fig.2およびFig.3B

の比較).この原因として,先に述べたように,浸透

圧調節物質を使わない組織切片を用いた実験系の場

令,細胞にかかるストレスは,主に凍結機械ストレ

スである可能性が高いことが考えられる 4).一方,

Muraiらはキクイモの耐凍性が組織とプロトプラス
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トとで大きく異なることを示し,細胞壁の存在が凍

結融解過程において細胞膜に有害に働くことを示唆

している 9).また,組織細胞が急速融解する際に,

細胞壁が細胞膜に対して機械なストレスを発生する

という仮説がある 1).この仮説は,凍結によって細

胞は収縮し,また氷晶によって押しつぶされるが,

融解時に細胞壁は自身の弾性によって急速に元に戻

るのに対し,プロトプラストは細胞膜の水透過性に

よる制約のため,徐々にしか吸水できないので,鍋

胞壁が細胞膜を引き裂くというものである.細胞壁

が存在する状態の方が,カルシウム依存的凍結耐性,

つまり機械ストレス耐性が大きかったことは,細胞

膜修復は,前述の細胞壁による傷害に対する耐性機

構としても働いているかもしれない.

ま と め

本研究結果およびシロイヌナズナにおける過去の

研究結果を考えると,カルシウム依存的凍結耐性は

高等植物に普遍的である可能性は十分にあり得る.

一方,今回観察されたように,カルシウム依存的凍

結耐性は植物によってその程度が異なることが示唆

された.このことは,いくつかの可能性を意味する.

例えば､1)植物により全凍結耐性における脱水スト

レス耐性と機械ストレス耐性の占める割合が異なる

ことや,2)カルシウム依存的凍結耐性以外の機械ス

トレス耐性が存在すること,などが考えられる.も

しそうであれば､これは,その植物の生息地や,そ

の器官において,水の状態や凍結様式が異なるため,

凍結耐性の様式に多様性がもたらされた結果かもし

れない.さらに,組織によっても差がある可能性が

ある.今後は他の植物種や,また他の器官において

も同様の検証を行い,その凍結様式や冬期の様子な

どを比較することにより,植物が越冬するための戦

略の一端を解明する必要がある.
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