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Arabidopsis thaliana increases its freezing tolerance upon exposure to chilling temperature 

(e.g.， cold acclimation， cA). CAresults in changes oflipid and protein compositions in the plasma 
membrane. We recently found that one of the dynamin-related proteins (DRP1E) that are 

associated with endocytosis pathway accumulated in the plasma membrane during CA. Thus， we 

hypothesize that DRP1E involves in CA-induced modification of the plasma membrane. To 

address this question， we characterized a T-DNA insertion mutant of DRP1E (d中 le)in the CA 

process. CA increased freezing tolerance in both wild type and drple plants but the extent was 

much less in drple mutant. Furthermore， the effect of DRP1E knockout on the extent of cold 

acclimation was more apparent in younger leaves than in older (and mature) leaves and 

considerable differences in cold-responsive proteins were found in the plasma membrane of 

younger leaves between the wild type and d中 leplants. These results suggest that DRP1E have 

critical roles in freezing tolerance in young leaves. 

(ReceivedAug. 31，2011; Accepted Sep. 10，2011) 

緒 匡司 植物を凍らない程度の低温に暴露すると凍結耐性

が上昇する(低温馴化).低温馴化過程では，細胞膜

組成変動や細胞内における糖・プロリン・不凍タン

パク質の蓄積等が起こり，これらの変化が凍結耐性

の上昇に関与していると考えられている.事実，低

温馴化過程では細胞膜の脂質・タンパク質の組成変

化や 1)細胞膜機能の変動 2)が示されており，低温馴
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化過程における凍結耐性の増大には，細胞膜の変動

が大きく関わっているものと考えられている.一方

で，これらの結果から，細胞膜では全ての成分が変

動するのではなく，一部の構成成分が変動する選択

的な膜改変が行われていることが推測される.低温

馴化過程における細胞膜改変は，例えば，エンドサ

イトーシスにおいて細胞膜の一部が小胞として細胞

内に切り離され，この小胞に含まれる特定の成分が

取り除かれることなどによって膜の組成が変動する

ことが考えられる.

最近，低温馴化前後のシロイヌナズナ細胞膜を用

いたプロテオーム解析により，エンドサイトーシス

に関連するダイナミン様タンパク質 (DRP1E)が低

温馴化に伴って細胞膜の特定部位に蓄積することが

明らかになり， DRP1Eが低温馴化過程で起こる細

胞膜改変に関わっている可能性が示唆された 3) そ

こで本研究では，シロイヌナズナ植物体の野生型株

とDRP1E欠損株を用い， DRP1Eと低温馴化後の

凍結耐性，及び細胞膜タンパク質組成の変動パター

ンの関連を解析した.

材料および方法

1. 実験材料

実験材料としてArabidopsisthaliana L.の野生型

(ecotype Columbia) と同生態型を背景として

T-DNA挿入によって得られた DRP1E欠損株

(d中 1e，SALK_060080)を用いた.

電解質漏出法を用いた凍結耐性試験，及び細胞膜

単離に利用する植物体は，種子を土に播種後，人工

培養室内 (230C，24時間明期， 56μmol.m.2・8.1)

で成育させた.播種後 21日のものを低温未馴化

(Non-acclimated ; NA)区として各々の実験に用

いた.また，播種後 21日経過した未馴化個体 (NA)

を人工気象器 (2
0

C，湿度 60%，日長 12時間明期，

光量 100p.mol. m2・8.1，CU-351A:トミー精工)に

置き， 7 日低温処理したものを低温馴化(Cold-

acclimated for 7 daY8 ; CA 7)区として各々の実験

に用いた.

再成長法を用いた凍結耐性試験に利用する植物体

は，ムラシゲ・スクーグ培地 (MS培地)に播種後，

人工気象器 (230C， 24時間明期， 56μmol.m.2・8.1)

で成育させた. 14日目のものを低温未馴化 (NA)

区として実験に用いた.また，成育 14日目の未馴

化個体を前述の低温馴化方法に則って処理し実験に

用いた.

2. 再成長法を用いた凍結耐性試験

低温未馴化区 (NA) と低温馴化区 (CA7)の植

物を用いて凍結耐性を定量した.これらの植物を育

成しているシャーレの角を液体窒素に浸して植氷を

行い，その後，予め目的温度にセットした低温チャ

ンパー (SU-641:エスペック株式会社)にシャーレ

を入れ， 2時間インキュベートして凍結処理を行っ

た.凍結処理終了後，シャーレを人工気象器(23
0C，

24時間明期， 56μmol.m.2・8-1) に 3日間静置し，

その後枯死した部分が植物体全体の3分の 1以下の

個体を生存とみなし，生存率を計算した.

3. 電解質漏出法を用いた凍結耐性試験

シロイヌナズナ植物体の子葉を除く本葉に古い葉

から)1慣に 1"-'10の番号をつけ，番号ごとに区別して

電解質漏出法を用いた凍結耐性試験を行った.試験

管にMQとシロイヌナズナの本葉1枚を入れ，そこ

に MQ水で作った氷を入れ-20Cで2時間インキュ

ベートして植氷した.その後 1時間あたり 2
0

Cずつ

温度を下げ， -50C (NA) ，または-12
0

C (CA7) 

に達した時点で 4
0Cに移し，一晩かけて融解した.

その後電気伝導度計 (ELECTRODE，B-173: 

HORIBA)で電解質量を測定した.その後，各サン

プルを煮沸し，再び電解質量を測定した.この2回

の測定結果から以下の式に基づいて電解質度を計算

した.

電解質漏出度(%)= 

1回目の測定値/2回目の測定値 x100 

4. 細胞膜の単離

低温馴化前後 (NAとCA7)のシロイヌナズナ植

物体の野生型株，drp1e株の新葉 (6~10 葉)から，

ポリエチレングリコール/デ、キストランを用いた水

性二層法に 4)より細胞膜画分を調製した.得られた

細胞膜タンパク質は，タンパク質解析に使用するま

で-80
0

Cで保存した.

5. タンパク質解析
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細胞膜タンパク質は一次元電気泳動を行った後ト

リプシンでタンパク質をゲ、ノレ内消化し， nano-LC-

MSIMS (LTQ Orbitrap XL， Thermo Fisher)を用

いてペプチドシグナノレを検出した.これらのペプチ

ドデータを progenesisLC-MS (Nonlinear dyna-

mics， Ver. 3.0)を用いて，低温馴化後に2倍以上に

増加，または0.5倍以下に減少したペプチドを選抜

した.得られたペプチドリストはMASCOTMSIMS 

ion search server (Matrix Science， http://www. 

matrixscience.com)を用いて NationalCenter for 

Biotechnology InformationのA.thalianaのタン

パク質データベースから検索した.得られたペプチ

ドのリストは，以下の条件に従って同定を行った:

Allow up to 1 missed cleavages ; Peptide toL，土5

ppm; MSIMS toL， 0.6 Da; Peptide charge， 2+，3+ 

and 4+ ; fixed modification， Carbamidomethyl 

(C) ; variable modification， Oxidation (M). さら

に得られたタンパク質データの推定機能を報告 3)を

参考に機能ごとに分類した.

結 果

1 再成長法を用いた凍結耐性試験

MS培地で成育した野生型株と drplθ株を用いて

低温馴化前後の凍結耐性を比較した (Table1).低

温未馴化区では，野生型株と drple株の凍結耐性に

統計的に有意な差は見られなかった.しかし低温馴

化 7日目の個体では， -10
o
Cで野生型株の方が

drple株よりも統計的に有意に凍結耐性が高かった.

この結果から， DRP1Eはシロイヌナズナの凍結耐

性の増大に関与していると考えられる.しかし，

drple株においても不完全ではあるが，低温馴化後

に凍結耐がある程度上昇していた.

Table 1. Regrowth test in Arabidopsis thaliana 
plants non-acclimated (NA) and cold-
acclimated (CA) for 7 days. 

NA _30C _40C δ。C

Surviva1 WT 100士O 100土O 42.5土26.2

rate (%) drple 96.7土2.92 100土O 32.2土18.4

CA7 _80C -10"C -120C 

Surviva1 WT 100土O 78.9土4.57 O士O

rate (%) drple 94.2土5.4 46.6士9.0 O土O
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Fig. 1. Electrolyte leakage test of rosette leaves from 
Arabidopsis thaJiana. Older leaves， 1st加 5th
leaves; Younger leaves， 6th to 10th leaves. 
Asterisk indicates a statistically significant 
difference based on a Student's ttest (ヘP<O.05).

2. 電解質漏出法を用いた凍結耐性試験

電解質漏出法を用いて，野生型株と drple株の新

葉・古葉の凍結耐性を比較した (Fig.1).低温馴化

前 (NA)では，野生型株と drplθ株の聞に凍結耐

性に差は見られなかった.しかし，低温馴化後(CA7)

では新葉区において，野生型株のほうが drple株よ

りも優位に凍結耐性が高かった.この結果から，

DRP1Eは低温馴化過程において凍結耐性の増大に

関与しており，さらにその機能は若い葉を中心に機

能していると推測される.

3. 細胞膜タンパク質組成の変化

一次元電気泳動と質量分析 (nano-LC-MS瓜日)

を組み合わせて細胞膜タンパク質の同定を行い，低

温馴化前後 (NAとCA7)で、量的な変動のあったタ

ンパク質を選別した.野生型株では低温馴化によっ

て増加したタンパク質は 212個，減少したタンパク

質は 118個であった.一方 drple株では，低温馴化

によって増加したタンパク質は 176個，減少したタ

ンパク質は258個であった (Table2). これらの低

温馴化で増減するタンパク質を膜輸送，細胞内小胞

輸送，細胞骨格タンパク質，細胞膜・細胞骨格の再

構築，シグナル伝達，その他の 6つのカテゴリーに

分類した (Fig.2).各カテゴリーで増減したタンパ

ク質の個数に着目すると，小胞輸送に関与するタン
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パク質は野生型株では低温馴化後の増加が著しかっ

たが，drp1θ株ではあまり増加しなかった.一方，

細胞骨格に関与するタンパク質は野生型株でよく減

少していたが，d中 lθ株で、はあまり減少が見られな WT 

かった.逆に，細胞膜 ・細胞骨格の再構築に関連す

るタンパク質は，野生型株ではあまり減少しなかっ

たが，drp1θ株では著しく減少していた.これらの

結果は，細胞膜タンパク質の変動パターンに野生型 drple 

株と drp1θ株の聞に違いがあることを示している.

Table 2. The number of cold-increased (max fold >2) 

and decreased (max fold く0.5) plasma 

m巴mbraneproteins in younger leaves of wild 
type and drple. 

Cold increased plasma membrane proteins (>2 

fold) 

WT drpJe 

membrane transport (a) 25 25 

vesicle trafficking (b) 16 7 

cytoskeleton (c) 3 4 

plasma membrane and cell wall 
8 6 reconstruction (d) 

signal transduction (e) 49 50 

others (f) 111 84 

total 212 176 

Cold decreased plasma membrane proteins (く0.5

fold) 

WT dlpJe 

membrane transport (a) 

vesicle trafficking (b) 

cytoskeleton (c) 

plasma membrane and cell wall 
reconstruction (d) 

signal transduction (e) 

others (f) 

同
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考 察

野生型株と drp1e株の凍結耐性を比較すると，低

温馴化前では両者の凍結耐性に差は見られなかった

が，低温馴化後では-100Cにおいて drp1e株は野

生型株よりも有意に低い凍結耐性を示した.この結

果から， DRPIEは低温馴化過程における凍結耐性

i) Cold-increased plasma membrane proteins 

ii) Cold-decreased plasma membrane proteins 

WT 

drple 

• membrane transport (a) 
園vesicl巴trafficking(b) 
ロcytosk巴leton(c) 
• plasma membrane and cell wall reconstruction (d) 
• signal transduction (e) 
ロothers(f) 

Fig. 2. Functional classification of cold-increased 
(max fold >2) and decreased (max foldく0.5)
plasma membrane proteins in younger 
leaves of wild type and dlple. 

の上昇に関与していると推測される.一方で，低温

期11化後で、あっても 8
0

Cでは野生型株と d中 1e株の

間で凍結耐性に有意な差は見られなかった.また，

drp1e株においても野生型株と比較して不完全では

あるが，低温馴化後に凍結耐性がある程度上昇して

いた.以前の研究において，凍結耐性の上昇には細

胞膜組成の変化以外にも細胞質への適合溶質蓄積 5)

や LEAタンパク質などの凍結傷害の緩和と関連性
のあるタンパク質の増加 6)が関与している可能性が

示唆されている.これらの実験結果等から， DRPIE 

の欠損により凍結耐性の増加は抑えられたものの，

DRPIEが関与しない他の凍結耐性増大機構は機能

したため部分的に凍結耐性が上昇したものと考えら

れる.

Do 
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それに加えて，電解質漏出法を用いた葉序別凍結 る 9)ことから，植物においてもダイナミン関連タン

耐性試験の結果から， DRP1Eは主に若い葉を中心 パク質が細胞膜修復に関与し， DRP1Eもまた細胞

に凍結耐性の増大に影響を与えている可能性が示唆 膜修復に関与している可能性も考えられる.

された.シロイヌナズナでは低温馴化時に若い葉を

中心に凍結耐性が増大し，これには若い葉を中心と

した糖やプロリンの蓄積が関係している可能性があ

る7)ことが報告されている.今回，これらの糖やプ

ロリン以外にも DRP1Eが若い葉の凍結耐性増大に

大きく影響を与えているということが示された.し

かしながら， DRP1Eがなぜ若い葉を中心に機能し

ているのか，その原因はまだ明らかにされていない.

これには様々な可能性が考えられる.例えば，

DRP1Eの発現レベノレが葉序ごとに異なる可能性や，

DRP1Eが関与するカスケードに作用する別の因子

が葉序依存的である可能性等がある.この問題に関

しては，今後さらに研究を進める必要がある.

一方で、，低温馴化前後で量的な変化があったタン

パク質を野生型株とのp1e株で比較したところ，両

者の変動パターンにはいくつか違いが見られた.ま

ず，低温馴化後に増加した細胞膜タンパク質は野生

型株で212個，drp1θ株で 176個と個数に大きな差

は見られなかったが，低温馴化後に減少した細胞膜

タンパク質の個数は野生型株で 118個，drp1e株で、 本研究の一部は，科学研究費補助金 (#22120003)

258個と 2倍以上の差が見られた.さらに低温馴化 の支援により実施された.

後に増減のあったタンパク質を機能ごとに比較する

と，小胞輸送に関与するタンパク質の増加は野生型

株で著しかったが，drjフ1e株ではあまり増加が見ら

れなかった.一方，細胞骨格タンパク質は野生型株

で減少していたが，drp1e株ではあまり減少しなか

った.逆に，細胞膜・細胞骨格の再構築に関連する

タンパク質は野生型株ではあまり減少しなかったが，

drp1e株では著しく減少していた.これらのタンパ

ク質の中で，細胞骨格タンパク質は低温馴化中に減

少し，このタンパク質の減少が凍結耐性の増大に関

与する可能性が先行研究で示唆されている 8) さら

に今回の実験では，ゐ1フ1e株は野生型株に比べて低

温馴化後に小胞輸送系に関与するタンパク質があま

り増加しなかったことから， DRP1Eの欠損により

低温馴化時の細胞膜構成成分の変動が影響を受けた

可能性や細胞骨格タンパク質の減少が引き起こされ

なくなったことにより凍結耐性に差が見られた可能

性が考えられる.一方で，近年動物細胞でdynamin

が細胞膜修復に関与している可能性が示唆されてい

(109) 

ま と め

本研究結果及びシロイヌナズナにおける過去の研

究結果を考えると， DRP1Eが低温馴化過程におい

て凍結耐性増大に関与しているということは十分に

考えられる.さらに今回， DRP1Eは葉序依存的に

凍結耐性を増大させていることが示唆された.この

結果は， DRP1Eに依存的な凍結耐性の増大に関し

て， 1) DRP1Eの発現レベルが葉序ご、とに異なる可

能性や2)DRP1Eが関与する凍結耐性増大機構に作

用する別の因子の影響が葉序に依存的である可能性

を示している.今後 DRP1Eと相互作用する他のタ

ンパク質の探索や， DRP1Eの影響が葉序依存的で

ある理由の検証を行うことで低温条件下における

植物の生存戦略の一端を解明することが可能になる.
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