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1．序論

　凍結温度を含む低温は、多くの植物、特に農作物の分布や生産性を制限する危機的な要

因の一っである。事実、平成15年に発生した全国的な冷夏による農作物の被害総額は3．SOO

億円を越えるものと推定されている（全国農業新聞2003年ll月7日版）。地球温暖化が進

行している近年においても、かなりの頻度で起こる局所的な低温による農作物への被害を

最小限にとどめることは重要な課題といえる。そのためには、低温に対する植物の応答機

構を詳細に解析し、その知見を利用した低温・凍結耐性付与を進めることが有効であると

考えられる。

　低温によってもたらされる傷害には、0～12℃程度の凍らない温度領域で起こる冷温障

害（Chilling　injury）と0°C以下の温度領域で起こる凍結傷害（Freezing　injury）がある。冷

温障害は、低温によって起こる生体膜構造や生理代謝反応の脱機能化などの結果として生

じる様々な細胞内の機能障害と考えられている（吉出1999）。一方、凍結傷害は、温度低

下に加えて、水が凍結することが原因で生じる多様なストレスによって引き起こされる。

凍結状態では、大きく分けて、温度ストレス、脱水ストレス、塩ストレス、及び、機械的

ストレスが発生する（Le加1980）。凍結による傷害を受けた細胞からは、融解後、細胞内

容物の漏出が認められることから、凍結傷害の初発部位は原形質膜であると考えられてい

る（Stepon㎞s　1984）。細胞は凍結脱水（1－1）植物の凍結様式参照）により収縮され、その

結果、原形質膜と細胞内小器官が異常接近し、ついには、膜同士の融合が起こる場合があ

る。これにより、生体膜の構造及び機能が失われ、細胞は不可逆的な傷害を受け、枯死し

てしまう。以上のことからも、脱水ストレスは凍結傷害の中で最も重要なストレスである

と考えられている。

　　しかし、温帯以北を起源とし、そこに生育する植物は、凍らない程度（約10°C以下）

の低温にある期間曝されることにより、このような凍結ストレスに対する防御機構を獲得

する（低温馴化、Cold　acclimation）。この低温馴化機構は、生理生化学、形態学、細胞学、

及び、分子生物学の面から多くの研究がなされてきた（LeVitt　1980、酒井1982、篠崎2003）。

特に、近年では、比較的短時間で低温馴化が起こり（Gilmour　et　al．1988）、全塩基配列がす

でに決定されている（THE　ARABIDOPSIS　GENOME　INITIATIVE　2000）という優れた特徴を

持つシロイヌナズナが、モデル植物として低温馴化の研究に多く用いられている。また、

植物体だけではなく、様々な種の植物培養細胞を用いて細胞レベルにおけるストレス応答

の研究も多く報告されている（Leborgne　et　al．1995、　Koike・et・aL　1997、　Tabaei・Aghdaei　et　aL

2003）。さらに、植物体、及び、培養細胞ともに、ストレス応答性はその成長段階で異なる
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こと　（Sugawara＆Sakai　1974、　Withers＆Street　1977、　Takagi　et　at．　2003、　Ishikawa　et　aL　2006、

Masclaux－Daubresse　et　al．　2007）が知られている。生物の細胞は、細胞周期で厳密に制御され

た細胞分裂により細胞数を増加し成長する。そのため、ストレス応答に及ぼす成長段階の

影響は、細胞周期と密接な関係があると考えられる。事実、近年、細胞周期がストレス応

答の制御に重要に関わっていることが明らかになり始めている（Kadota　eτ砿2005）。

　　ここで、本研究が解明することを目的とした植物の細胞レベルにおける凍結ストレス応

答と細胞周期の影響に関わる現時点までの知見を概説することにする。まず、1）項で植物

の凍結様式について述べ、2、3、4及び5）項で温度ストレス、脱水ストレス、塩ストレス

及び機械的ストレスが植物に与える影響、6）項でシロイヌナズナ植物体を中心とした低温

馴化機構の研究の現状、7）項で植物の培養細胞を用いた凍結耐性誘導機構の研究、8）項

は植物細胞における細胞周期の進行と細胞分裂、そして、9）項で細胞周期とストレス応答

について説明する。また、最後に、以上のことを踏まえて10）項で本研究の目的について

言及する。

Ll）植物の凍結様式

　気温が低下していくと、植物の葉表面などに水滴が付着する。その水滴はマイナス温度

に達すると凍り始め、組織内部の細胞間隙にある水分の凍結を引き起こす。細胞間隙の水

分が先に凍結する原因として、細胞間隙の水分は細胞内の水分よりも浸透濃度が低いこと

や氷核となりうる物質（氷核活性物質）が細胞外に多いことなどが挙げられる（朝比奈1971、

酒井1982）。通常、細胞外に形成された氷晶は、原形質膜の存在により細胞内に侵入でき

ない。その結果、細胞内の水分は過冷却状態となり（朝比奈1971、酒井1982、藤川1996）、

その結果、細胞間隙における氷表面の水分が持つ蒸気圧が過冷却状態の細胞内水分より低

くなってしまう。このため、細胞間隙と細胞内で気体になる水の量に差が生じる。この差

を解消するため、細胞内の水分は細胞膜と細胞壁を通って細胞間隙に移動する。これによ

り細胞内は脱水され収縮し、細胞外に移動した水は細胞外にできた氷晶をさらに成長させ

る。この凍結様式は細胞外凍結（ExtracellUlar　freezing）と呼ばれ、自然界における植物に広

く起こる現象である。細胞外凍結が長期間続くと、細胞は過度の脱水ストレスを受けるこ

とになる。

　凍結脱水を受けた植物細胞では、膜タンパク質を含まない膜脂質層だけの平滑な部位が

形成される（吉田2002）。これは、膜脂質と摸タンパク質は水との親和性が異なるため、

より水に対する親和性が高い（言い換えると、分子表面により多くの水分子を結合してい
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る）膜タンパク質が横方向に押しやられ、その結果、タンパク質が凝集する部分と、逆に、

わずかのタンパク質しか存在しない部分が生ずる現象である。このように膜脂質と膜タン

パク質が不均一な分布状態になると、タンパク質問での相互作用やタンパク質に富んだ部

分と脂質に富んだ部分の境界面に物理的な“段差’のようなものが生じ、植物細胞の原形質

膜はその半透性を失うことがある。膜の半透性が失われると、植物が凍結温度に曝された

後温度が上昇し氷の融解が起こっても、細胞は収縮したまま元の形状に戻ることが出来

なくなり、細胞は不可逆的な傷害を受けることとなる。

L2）温度ストレス

　　凍結傷害における主なストレスの一つに温度ストレスが挙げられる。温度ストレスは植

物の代謝経路に大きな影響を与えることが知られている（Yoshida　1995、　Ensminger　et　al．

2006）。植物の代謝は、主に酵素反応系によって成り立っている。酵素反応は、それぞれの

反応を司る酵素に至適温度があり、その温度範囲から外れると酵素はその活性が低下し、

結果として、植物細胞の機能に大きな影響を与える。例えば、0°Cに曝されたヤエナリの培

養細胞では、24時間以内に液胞膜のH㌔ArPase活性が可逆的に失活し、24時間後にはエチ

レンの前駆体である1一アミノシクロプロパンー1功ルボン酸の分解やタンパク質合成機能の

低下が起こることが知られている（Yoshida　1995）。また、低温は光と組み合わさることで複

合的なストレスとなり、障害を増大させることも知られている。例えば、タバコを用いた

研究では、5℃の低温下においた時の光合成活性の阻害は光環境下に曝される時間、あるい

は、光強度に依存することが分かっている（Moonθr砿1995）eこれは、低温によりPSI光

合成反応中心複合体のサブユニットであるpsaB転写産物の分解が起こり、その結果として

PSIの光合成反応中心が破壊されることが原因であると考えられている（Sonoike　l996）。ま

た、低温がチラコイド膜脂質の粘性を増大させ電子伝達系を阻害するとともに、炭素、窒

素、硫黄元素の代謝に関わる酵素反応を低下させることも、低温による光障害の大きな要

因であると考えられている（Ens㎡血ger　et　al．　2eo6）。

1－3）脱水ストレス

　　上述したように、細胞外凍結が長期間続くことで細胞は脱水ストレスを受ける。これま

での研究から、凍結脱水ストレスにより引き起こされる傷害機構は複数存在することが分

かっている（Uemura＆Steponkus　l　989、　Steponkus　et　aL　1993、　Nagao　et　al．2008）。一つは、

凍結温度が比較的高い場合に起こる現象である（Expansion・lnduced　Lysis；EIL）。　EILは、凍

結脱水により細胞が収縮することで余分の細胞膜が細胞内へ小胞として切り離される現象
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で、細胞膜のサイズは凍結脱水される前の細胞における細胞膜面積よりも小さくなる。そ

の結果、融解過程で膨張する際に、細胞は元のサイズに戻ることができず、細胞膜にかか

る張力が限界を超えた際に破裂してしまう。さらに温度の低下が起こり凍結脱水が進むと、

細胞の各膜系表面に結合している水分子が失われ、細胞膜と葉緑体などの細胞小器官の膜

系が相互作用する。この時、生体膜が通常形成している脂質二重層が崩れ、膜内タンパク

質の凝縮や排除、それに引き続く複数の膜系の相互作用によりヘキサゴナルII相という脂

質相が観察される（Gordon－Kamm＆Steponkus　1984）。ヘキサゴナルII相が形成されると、

それぞれの膜の自己同一性（identity）は不可逆的に失われてしまう。さらに、ヘキサゴナ

ルII相が細胞膜を含む複数の膜の相互作用で形成されることから、細胞内の溶質が細胞外

に流出してしまい、融解しても元通りの大きさの細胞にはもどらず、細胞は不可逆的な傷

害を受け死に至る。これが二つ目の傷害機構である（Loss　of　Os血otic　Responsiveness；LOR）。

LORには、ヘキサゴナルII相を伴わない場合も報告されている（Uemura・et・al．1995）。低温

馴化後に凍結耐性が高くなった植物では、上述した膜相互作用が起こる温度が既にヘキサ

ゴナルII相形成温度より低くなっているため、生じた膜相互作用は膜融合を引き起こし、

凍結割断法を用いた電子顕微鏡画像の上では割断面が片方の膜から他方の膜ヘジャンプす

る画像となって表れる。これはFracture－jump　lesionと呼ばれる。

　　さらに、最近の報告は、長期間の凍結によって引き起こされる傷害は脱水の進行による

ものではなく、ある程度の脱水により誘導された塩の濃縮により起こることを示唆してい

る（Nagao　et　al．2008）。　Nagaoらは、シロイヌナズナの葉を一2℃という比較的高い温度で2

から4日程度の長期間凍結させた場合、細胞内の氷晶サイズに変化が見られない一方、凍

結脱水で観察されるような膜タンパク質の凝集によって起こる脂質のみで構成される相が

観察されることを示した。同時に、同様の変化が塩溶液に浸した葉においても起こること

から、凍結過程で見られる傷害発生が脱水の結果起こる塩濃縮が原因であると結論づけて

いる。このように、脱水ストレスによる傷害発生には様々な機構が存在し、凍結下でこれ

らの現象が複合的に生ずることで、植物は大きな傷害を受けているものと考えられる。

1－4）塩ストレス

　先に述べたように、凍結脱水によって細胞内に存在する水溶液が濃縮され、細胞内無機

イオン濃度の上昇（塩濃縮）がもたらされる。凍結による塩ストレスは、Lovelockによっ

て初めて提唱された（Lovelock　1953a、1953b、1954）。　Lovelockは、赤血球を用いて溶質の

凍害防御作用について解析し、等張の食塩溶液中で赤血球を異なる温度まで凍結した場合

の溶血量が、その凍結温度に対応した氷点を持つ食塩溶液に赤血球を曝した場合の溶血量
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と対応することを明らかにした。このことから、凍結傷害が細胞内外の溶液中の塩が濃縮

されることによって引き起こされる可能性を示した。また、植物を用いた研究では、凍結

によりチラコイド膜からATPaseのFIサブユニット（CF1）が遊離する主な原因が、塩濃度

の増大によるものであることが示されている（Garber＆Steponkus　l　976、　Steponkus　et　aL

l977）。これらの報告では、ホウレンソウから単離したチラコイド膜に存在するCa2＋－ATPase

の活性が、－1から一4℃の温度で2時間凍結することにより急速に低下することが示されて

いる。また、これらの凍結処理の最終温度で曝される塩濃度に相当する濃度の塩溶液に浸

したチラコイドでも著しくCa2＋－ATPaseの活性が低下することから、凍結により濃縮された

塩が凍結傷害の要因であると結論した。一方、低温馴化した植物では、凍結下で起こるこ

のような塩ストレスによる葉緑体機能の低下が、チラコイド膜に存在するcryoprotective

plant　protein（cryoprotectin）というタンパク質の蓄積によって緩和されていることが報告さ

れている（Volger＆Herber　l　975、　Hincha　l　986、　Hincha　et　al．　1990、　Hincha　2002）。これらの

報告の中に、一定濃度の塩溶液中でスクロースを加えることによって反応液中の浸透濃度

を変化させた場合、cryoproteetinが存在しない条件下でチラコイドを凍結させると傷害は凍

結温度あるいは浸透濃度に依存して大きくなるが、cryoprotectin存在下では凍結温度に依存

した傷害が緩和されることが示されている（Hincha　2002）。つまり、凍結脱水で助長される

塩濃縮による傷害をcryoprotectinが緩和していることを意味している。このように、凍結傷

害において塩ストレスは植物の生存を決める重要な要因であるとともに、低温馴化によっ

てその傷害を緩和するような機構が存在することが推測される。

1－5）機械的ストレス

　　細胞は、細胞外凍結の進行に伴って成長した氷晶により、細胞壁ごと、あるいは、原形

質膜越しに圧迫され、ねじれるような変形を受ける（藤川1996）。一方で、高浸透濃度の

溶液に曝された細胞では、ねじれるような形態は示さず、左右対称の収縮が起こる（Olien＆

Smith　1977、　Mazur＆Rigopoulos　1983）。つまり、凍結下で起こる細胞の収縮は、脱水に加え

て細胞外にできた氷晶による圧迫（物理的力）によって生じていることが示唆されている

（Mazur　＆　Rigopoulos　1983）。実際に、シロタモギタケを用いた研究から、凍結下で生じる

ヘキサゴナルII相の形成は凍結によって生じる物理的な力が関与していることが示されて

いる（Fujikawa　1991）。この報告は、シロタモギタケを緩慢凍結すると液胞膜においてヘキ

サゴナルII相の形成が起こるが、浸透ストレスによる脱水や過冷却による温度低下ではヘ

キサゴナルII相の形成が起こらないことを示している。つまり、凍結下で起こる細胞の収

縮とそれに伴う傷害は、細胞外の氷晶による物理的な力、言い換えると機械的ストレスが1

つの要因であることを明らかにした。
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　　一方で、細胞外の氷晶が細胞膜を破壊した後、膜の修復が正常に行われなければ細胞は

致死的な傷害を受けることになると推測される（河村ら2006、2007）。以前、Ka“，arnura＆

Uemura（2003）は、シロイヌナズナの葉から単離した細胞膜両分において、低温馴i化過程

で量的増大が起こるタンパク質の一つとして、シナプトタグミン様タンパク質を同定した。

動物細胞を用いた研究から、シナプトタグミンは機械的ストレスによる細胞膜の損傷を細

胞外のカルシウムを用いて修復する機構に関わっていることが分かっている（Reddy　et　aL

2001、Chakrabarti　et　al．2003、　McNeil＆Kirchhausen　2005、　Shen　et　al．　2005）。そこで、河村ら

は植物におけるカルシウム依存的な膜修復の可能性を検証し、エレクトロポレーションを

用いて直接的に細胞膜を破壊した時、及び、凍結処理を行った時にカルシウム依存的な耐

性の増大が見られることを明らかにした（河村ら2006、2007）。このことから、植物におけ

る凍結傷害には機械ストレスも大きな影響を与える要因の一つであることが示唆される。

1－6）低温馴化

　　上述したように、低温馴化とは、植物が凍らない程度の低温にある期間曝されることで

凍結耐性を増大させる現象をいう。これまでの多くの研究から、低温馴化過程では、細胞

膜の脂質組成が変化すること（Uemura＆Steponkus　l　994、　Uemura・et・al．　1995）、糖などの細

胞内適合溶質が蓄積すること（Koster＆Lynch　1992、　Wanner＆Junttila・1999、　Kamata＆Uemura

2004）、植物ホルモンであるアブシジン酸（ABA）含量が一過的に増大すること（Lang　et　aL

l994）、及び、多くの低温誘導性遺伝子の発現が起こること（Thomashow　1999）などが明ら

かにされている。

　　例えば、ライムギ、オートムギ、及び、シロイヌナズナでは、共通して、低温馴化過程

において細胞膜脂質のうち水和性の大きいリン脂質の含量が増加すること、そして、その

一一一一＋福ﾅ、水和性の小さいセレプロシドが減少することが示されている（Lynch＆Steponkus

1987、Uemura　et　aL　1994、1995）。このような低温馴化過程における細胞膜脂質の変化は、

脱水過程で引き起こされる水との親和性に依存した膜脂質の相分離（Lyotropic　phase

separation）を起こりにくくし、凍結脱水過程における逆ミセル構造中間体の形成が抑制さ

れ、それに引き続くヘキサゴナルII相形成やFractur句㎜p　lesionの発生を防止するものと

考えられている。その結果として、細胞における凍結傷害の発生が低下するのであろう。

　低温馴化による凍結耐性の増大には、適合溶質の蓄積も重要な要因の一つとして挙げら

れている（LeVitt　1980、　Koster＆Lynch　1992、Wanner＆Jun廿ila　1999、　Kamata＆Uemura　2004）。

適合溶質とは、細胞内に高濃度蓄積しても細胞の代謝反応に害を及ぼさない主に糖類、プ

6



ロリンなどのアミノ酸、及び、ベタインなどの浸透圧調節物質の一群である。これらの物

質が細胞内に蓄積すると、細胞内の浸透濃度が上昇し、モル氷点降下を起こす。その結果、

凍結脱水の程度が緩和されると考えられている（吉出1999）。さらに、適合溶質は、浸透

圧調節機能に加えて、酵素活性の維持（lncharoensakdi　et　aL　l　986）、膜構造の安定化（Crowe

et・aL　l　987）、及び、活性酸素種の除去（Smirnoff＆Cumbes　l　989）といった機能も持ち合わ

せていることも報告されている。実際に、シロイヌナズナ植物体を1日暗所で処理するこ

とによって細胞内の糖やデンプンを減少させた後、様々な濃度のスクロー一ス溶液に浸すこ

とで、細胞内糖含量を人工的に増加させた葉から単離したプロトプラストの凍結耐性が、

低温馴化処理を行わなくても高くなっていることが報告されている（Uemura＆Steponkus

2003）。これは、LORの発生が抑制された結果であることがわかっている。また、シロイヌ

ナズナの葉の凍結耐性が葉齢に依存していることを報告した論文でも、糖含量の蓄積が大

きくその違いに貢献していることが明らかになっている（Takagi　et　al．　2003）。この報告では、

低温馴化による凍結耐性の増大は若葉において最も高くなり、この時の糖含量も耐性変動

の程度と相関した挙動を示すことを明らかにしている。さらに、糖類以外の適合溶質も凍

結耐性の増大に重要な働きをすることが示されている（Sakamoto　et　aL　2000）。例えば、ベ

タインを合成できないと考えられているシロイヌナズナ植物体にアルスロバクター由来の

ベタイン合成酵素　codeを発現させた形質転換体では、葉緑体にベタインが蓄積し凍結耐1｛k

の増大が起こるとともに、凍結融解後の光合成活性が野生型に比べ高くなることが明らか

になっている。これらのことからも、適合溶質の蓄積が凍結耐性の増大に大きく寄与して

いることが考えられる。

　　低温処理過程では細胞内のABA含量が一過的に増大する（Daie＆Campbell　1981、　Chen

et　al，1983、　Lalk＆Dorffling　1985、　Guy＆Haskell　1988、　Lang　et　aL　1994）。また、逆に、　ABA

が凍結耐性の増大に関与していることを示す報告も多くなされている（Chen＆Gusta　1983、

Heine　et　aL　1990、　Mantyla　et　al．1995）。例えば、冬コムギ、冬ライムギ、及び、プロモグラ

スの培養細胞、あるいは、シロイヌナズナ植物に細胞外からABAを添加すると、低温処理

を行わなくても凍結耐性が増大する（Chen＆Gusta　1983、　Mantyla　et　al．1995）。また、シロ

イヌナズナのABA欠損突然変異体（aba－1）では低温馴化能が弱まるとともに、この突然変

異体に細胞外からABAを添加すると低温馴化能が相補されることが分かっている（Heino　et

aL　l　990、　Mantyla　et　aL　1995）。上述したようなABAによる凍結耐性の誘導は、　ABAが低温

あるいは乾燥誘導性遺伝子の発現、あるいはそれに伴うタンパク質の蓄積を誘導するため

であると考えられている（Mantyla　et　al．　1995、　Zhang　et　aL　2004）。実際に、シロイヌナズナ

植物体において低温あるいはABA処理による凍結耐性の増大と相関して乾燥誘導性の

RAB　18が蓄積する。また、この蓄積は低温及びABA処理で凍結耐性が増大しないABA非
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感受性突然額体（ABAi・・en・i・i・’c・ab・）では麟されないことカ・知られている（Ma。ty1、　el

aL　1995）。これらのことからも、低温馴化過程で増大するABAは低温馴化による凍結耐性

の増大に重要な働きをしていると考えられる。

　　さらに近年、低温に応答した遺伝子発現の解析が積極的に行われ、低温馴化の遺伝子レ

ベルにおける制御経路が明らかになりつつある（Chen　et　al．　2002、　Fowler＆Thomashow　2002、

Kreps　et　al．2002、　Seki　et　al．2002、　Haniiah　et　aL　2005、2006、　Lee　et　al．2005、　Oono　et　al．2006）。

これらの解析から、シロイヌナズナが持っている約24，000個の遺伝子のうち、939個の遺

伝子が低温誘導されることや655個の遺伝子が低温抑制されることが判明し、多くの遺伝

子の発現が低温で変動することが明らかになっている。低温で誘導される遺伝子の中で、

CBF3〆tDREBIAは低温馴化のマスタースイッチと考えられており、CBF3／DREBIAを過剰発

現したシロイヌナズナ植物体では、その下流にある標的遺伝子の発現を介して糖やプロリ

ンなどの適合溶質の増大などが起こり、植物体の凍結耐性が顕著に増大することが知られ

ている（Gilmour　et　al．2000、　YamaguGhi－Shinozaki＆Shinozaki　2001）。凍結耐性の増大に関与

しているCB，i［iT31DR，EBIAの下流標的遺伝子の中にcold－responsiVe（C（）R）遺伝子がある（Lin

＆Thomashow　1992、　Wilhelm＆Thomashow　1993）。　COR遺伝子は、低温馴化過程で強く誘導

されることがわかっている。COR遺伝子の一つであるCOR　15aを過剰発現した形質転換シ

ロイヌナズナでは、事実、野生型と比べ凍結耐性が高いことが報告されている（A血1se’砿

1996）。CORI5aにコードされるストロマタンパク質COR15amは、葉緑体と細胞膜との相

互作用を緩和し、ヘキサゴナルII相の形成を防いでいると考えられている（Steponkus　et　al．

1998）。また、近年、CBF3／DREBIAの上流で機能する遺伝子inducer　q∫CB、F　expresston　1（ICEI）

が発見され、icei突然変異体では野生型に比べCB，E3／1）LIIEBIAとその下流にある標的遺伝子

の発現が減衰するとともに、凍結耐性が低くなることが報告されている（Chinnusamy　et　aL

2003）。一方で、ice　1突然変異体を用いたマイクロアレイ解析から、1594個の低温馴化過程

で変動する遺伝子のうち、ice変異体で発現が変動する遺伝子は369個であり、低温馴化過

程ではCBF3fZ）REBIA非依存的な経路も多く存在する可能性が示されている（Lee　et　al．

2005）。このように、低温馴化過程は少数の遺伝的な要素に支配されているのではなく、様々

な機構により制御されていると考えられる。

1－7）培養細胞における凍結耐性誘導機構

　　これまでにも、植物の培養細胞系は、器官、組織、細胞間の相互作用が少なく、細胞レ

ベルにおける反応が観察できるという利点を有するため、実験材料にしばしば用いられて

きた。凍結耐性誘導機構に関する研究においても、様々な植物種の培養細胞を用いて以下
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のような研究がなされている。

　　例えば、オオムギの培養細胞では、低温馴化による凍結耐性が増大する割合が細胞外へ

糖を高濃度で添加した場合に、低濃度添加した時と比べて大きくなることが明らかにされ

ている（Tabaei－Aghdaei　et　al．2003）。つまり、細胞外の糖が低温馴化機構に影響することを

ホしている。また、ユーカリの様々な系統の培養細胞を用いた研究は、凍結耐性の最も高

い系統で糖含量が高いこと、フルクトースやラフィノースが存在する条件で培養した場合

に凍結耐性が顕i著に増大することを示しており、培養細胞においても凍結耐性の誘導と糖

含量の間に密接な関係があることを示している（Leborgne　et　aL　1995）。さらに、培地中に

ABAを付加し細胞を培養すると、植物体と同様に、低温馴化処理を行わなくても凍結耐性

が増大することが分かっている（Chen＆Gusta　1983、　Koike　et　aL　l997）。このように、培養

細胞においても植物体と同様の応答が起こることから、凍結耐性を誘導する機構は細胞レ

ベルでも存在していることが推測される。

　　さらに、培養細胞における凍結保存効率、及び、ストレス耐性が、細胞の成長段階によ

って影響を受けることも分かっている（Sugawara＆Sakai　l　974、　Withers＆Street　l　977、

Ishikawa　et　al．　2006）。　Sugawara＆Sakai（1974）とWithers＆Street（1977）は、セイヨウカ

ジカエデの培養細胞を液体窒素により凍結保存する際、誘導期の後期、あるいは、細胞分

裂早期の細胞が、それ以降の成長段階の細胞に比べて高い生存能力を持つことを示した。

また、Ishikawaら（2006）は、プロモグラスの培養細胞を用いて、凍結保存効率、あるいは、

いくつかの環境ストレス耐性（凍結耐性、塩耐性、熱耐性）が、浸透濃度の増大と相関し

て対数増殖期の細胞において高くなることを明らかにしている。上述したように、成長段

階に依存してストレス耐性が異なる現象は、シロイヌナズナ植物体でも知られていること

から（1－6参照；Takagi　et　aL　2003）、培養細胞が示すストレス応答機構は、多くの部分で植物

体のストレス応答機構を反映しているのかもしれない。しかし、どのような理由で成長段

階に依存したストレス耐性機構が見られるのかについては、多くの部分で解明されていな

い点が残されている。

1－8）植物細胞における細胞周期の進行と細胞分裂

　　どのように成長段階の違いがストレス耐性に影響するのかを解明するためには、各成長

段階の細胞の特徴を知る必要がある。その理由は、植物細胞は細胞分裂による細胞数の増

加と吸水や伸長による細胞サイズの増大によって成長し、この両者において細胞の状態は

大きく異なっているためである（Fry　20e4、　Inze　2005、　Sampedro＆Cosgrove　2005、　Fiorani＆
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Beemstcr　2006）。また、トウモロコシでは、それぞれの成長ステー一ジの細胞で低温に対する

応答が異なる（Rymen　er　al．2007）ことが分かっているとともに、タバコの培養細胞を用い

た研究から、ストレス応答の制御が細胞周期に依存していることを示唆する報告もなされ

ている（Kadota　et　aL　2005；後述）。細胞分裂は細胞周期の進行により制御されており、植物

を含めた生物全般において、細胞周期は成長の制御に関して、普遍的、かつ、必要不可欠

な生物現象である。

　　細胞周期は、細胞分裂で生じた娘細胞が、再び母細胞となって細胞分裂を行い、新しい

娘細胞になるまでの過程をいう。細胞周期はM、G1、　S、及び、　G2期の4期に分けられる。

M期では有糸分裂が起こり、細胞が分裂する。G1期はDNAの複製準備期間で、　M期のよ

うな視覚的な変化は観察されない。しかし、Gl期とS期の間には細胞周期のチェックポイ

ントがあり、DNAに傷害を受けた場合など細胞周期の進行に異常がある場合には、細胞周

期の進行を停止させる制御機構が存在する。S期はDNAの複製が起こる時期である。　G2

期は有糸分裂の準備を行う時期であり、この時期においてもチェックポイントにより、正

確な遺伝情報を娘細胞に伝達する機構が備わっている（Voet　et　aL　20001図1）。

　　植物における細胞周期の進行機構に関する研究は、タバコやシロイヌナズナを用いて積

極的に行われている（町田と福田2000）。Gl期からS期、あるいは、　G2期からM期への

移行といった細胞周期の進行において中心的な役割を果たすのは、サイクリン（cyclin；Cyc）、

及び、サイクリン依存性キナーゼ（cyclin－dependent　kinase；CDK）である（町田と福田2000）。

CDKはセリン／スレオニンプロテインキナーゼの一種で、　S期への進行においては

retinoblastoma　susceptibility（Rb）タンパク質をリン酸化すること、M期への進行においては

細胞周期の進行に関わるMyb等の転写因子やMAPキナーゼカスケードを活性化すること

によって、細胞周期の進行を制御している重要な因子であり、その活性化には特定のCyc

との結合が必要である（町田と福田2000）。また、CDKの活性は、　CDKのリン酸化（Morgan

1997、De　Veylder　et　al．2003）やKRPsACK（Kip　Related　ProteinsAnhibitor　or　lnteractor　of　CDK）

により負に制御されることで厳密に行われている（Zhou　et　al，2003、　Coelho　et　aL　2005、

Verkest　et　aL　2005、　Wei皿l　et　al．2005、　Bisbis　et　aL　2006、　Nakai　et　aL　2006、　Pettko－Szandtner　et　aL

2006）。そこで、次に、細胞周期の実行因子であるCDK及びその制御に重要なKRPsACKの

植物における役割について説明する。

　植物のCDKは、いくつかの点において酵母や動物のCDKとは異なっている。植物の

CDKの数は酵母に比べ多く、シロイヌナズナではアミノ酸配列を基にCDKAからFまで6

タイプに分類されている（Adachi　et　aL　2006）。また、　CD」剛は酵母のCdc2／Cdc28pと同様、
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細胞周期を通して恒常的に発現し、G1からS期、及び、　G2からM期への進行に関わって

いる（Hemerly　et　al．1995）。一方、　CDKBは植物に特異的なCDKでCDKB　IとCDKB2の2

種類に分類される。また、その発現は酵母や動物のα）Kとは異なり、特定の時期に発現す

る。つまり、CDKB1はS期からM期にかけ、　CDKB2はG2期からM期にかけ発現するこ

とが知られている（M・gy…e・・aL　1997、　Um・d・・e・・aL　1999、　P。・c・dd・e・・al，・20・1、　M，ng，、　e，・al．

2005）。また、CDKBはCDKAと異なり、酵母のcdc2／cdc28突然変異体を相補できないため、

植物に特異的な機能を有するものと考えられている（lmaj　uku　et　aL　l　992、Fobert　et　al．1996）。

CDKCはシロイヌナズナの分裂組織で転写産物が検出されないとともに、その機能欠損株

では花の成長、トリコームの発達、及び、花成に影響が出ることから、細胞分裂反応では

なく植物の発達に関与していると考えられている（Barroco　et　al．2003、　Cui　et　aL　2007）。

CDKD及びCDKFは、動物や酵母のCDK活性化キナーゼ（CKA）と相同性を有する因子で、

実際にその活性を持つことが示されている（Shimotohno　et　al．　2006）。このことから、CDKD、

及び、CDKFは細胞周期の進行に関わる因子であると考えられるが、その詳細については不

明である。さらに、CDKEは雄しべ、及び、心皮の形成に関与することから、細胞分化に関

わると考えられている（Wang＆Chen　2004）。

　　細胞周期の進行過程の厳密な制御には、KRPsACKが重要な働きを担っている。動物で

は、INK4、及び、　Kp／Cipという二つの異なったCKIs（CDK　inhibitors）ファミリーが存在

する。これらは、G1期／S期特異的なCDKと結合し、細胞周期の進行を抑制している

（Toyoshima＆Hunter　l　994、　Lee　et　al．1995）。近年、シロイヌナズナにおいても7個のCK7

様分子である1〈IIPsll（rK（KRP1－7）が見つかった（Wang　et　al．1997、　Lui　et　aL　2000、　De　Veylder

et　ai．　2001、　Zhou　et　al．　2002）。これらの、eVIPs／ICKは、　CDKA、あるいは、　CDI（B活性を阻害

することが報告されている（Zhou　et　al．　2003、　Coelho　et　al．　2005、　Verkest　et　aL　2005、　Bisbis　et

aL　2006、　Nakai　2’砿2006、　Pettko－Szandtner　et　al．　2006）。さらに、　KRPs／1（］Kファミリーの一

つである・K？？Pノ／1（）KIあるいは」KR，P211CK2を過剰発現したシロイヌナズナ植物体では、細胞

周期の進行が阻害されることで細胞のサイズが縮小し、その結果として、植物体が綾化す

ることが分かっている（Wang　et　aL　2000、　De　Veyider　et　aL　2001）。このように、　KRPsACKは

CDKの活性を制御することで細胞周期の進行を決定していると考えられる。

1－9）細胞周期とストレス応答

　　また、植物の生長は、細胞分裂による細胞数の増大と吸水、伸長による細胞サイズの増

大により決定されている。その中で、細胞の分裂は細胞周期により厳密に制御されている。

成長段階の違いがストレス応答に影響することを考えると、細胞周期の進行がストレス応
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答に関与していることが大いに予想される。近年、細胞周期とストレス応答性に関する報

告がいくっかなされてきた（Wang　er　aL　1998、　Kadota　et　aZ　2005、PetTtko・Szandtner　et・aL　2006、

R｝・men　et　al．　2007）。例えば、シロイヌナズナのKRI）111CKI遺伝子の発現がABAや低温によ

り誘導されるという報告がある（Wang　et　al．1998）。また、アルファルファの」ζ丑P5αC』（で

ある1〈R．PMi　wa伝子の発現もABAや塩処理で誘導される（Pettko・Szandtner　et　al．2006）。こ

れらの結果は、ストレスへの適応を効果的に行うため、KRPs／1（］Kが細胞を特定の細胞周期

に同調させているという可能性を示唆している。トウモロコシを用いた研究では、低温に

曝された時にCDK活性を強く抑制するKRPI及びXRP3遺伝子の発現が誘導される一方で、

比較的抑制が弱い1〈RP2遺伝子の発現は抑制されることを示した。著者らは、これらの結果

から、低温による細胞周期の制御系が再構成されている可能性を示唆している（Coelho　et　aL

2005、Rymen　et　aL　2007）。さらに、タバコの培養細胞を用いたKadotaらの報告では、酸化

ストレスで働く膜電位依存型のカルシウムチャンネル（Nt717）CIA、及び、　IVtTPCB）遺伝子

の発現が細胞周期のM～Gl期にかけて高くなり、それと相関して酸化ストレスによる細胞

質のカルシウムイオン濃度、及び、抗酸化酵素遺伝子（アスコルビン酸ペルオキシダーゼ：

AP）r、及び、グルタチオンペルオキシダーゼ：GPX）の発現も細胞周期に依存して高くなる

ことを示している（Kadota　et　aL　2005）。以上の知見をまとめると、ストレス環境に対する応

答と細胞周期の進行には密接な関係があるとともに、2次的な要因で細胞周期が停止すると

いうよりもむしろ、ストレスに適応するために積極的に細胞周期を改変しているとも考え

られる。

　　このように、植物の培養細胞を用いた細胞レベルの研究は、様々な視点から解析がなさ

れている。しかし、低温馴化のモデル植物として用いられているシロイヌナズナの培養細

胞を用いた細胞レベルでの解析は、植物体に比べ非常に限られている。本研究で用いたシ

ロイヌナズナ懸濁培養細胞（T87株）では、環境シグナル、特に、高浸透圧シグナル（Takahashi

et・al．・2001）やABAシグナル（Yoshida　et　al．　2002）に関する報告がされている。例えば、　Yoshida

らの報告ではシロイヌナズナT87培養細胞をABA処理した時に蓄積増大するタンパク質の

一つに、タンパク質リン酸化酵素SNFI－related　pretein　kinase　2（SRK2）があることを明らか

にした。また、シロイヌナズナ植物体を用いて、このタンパク質をコードする遺伝子を破

壊すると、ABAを介した乾燥誘導性遣伝子の発現が減衰するとともに、低湿条件における

気孔の閉鎖が阻害されることで、野生型に比べ突然変異体は傷害が顕著に現れることを示

している。しかし、現在までの所、凍結耐性に関わる報告はなされていない。
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1口0）本研究の目的

　　今まで述べてきたように、シロイヌナズナ植物体を用いた低温馴化過程における凍結耐

性誘導機構の研究は、積極的に行われている。しかし、未だに、明確な低温馴化機構の解

明、そして、得られた知見を利用して凍結耐性を人工的に増大させるための効率的なアプ

ローチを確立するまでには至っていない。植物個体には、様々な異なった細胞、組織、及

び、器官が混在しており、これらの異なったものの低温に対する応答の違いや多様な応答

反応が相互作用することによって複雑な耐性増大の仕組みが備わっていることもその原因

の一つと考えられる。この問題を解決し、凍結耐性の増大、あるいは、獲得分子機構を解

明し、効率的に凍結耐性を増大させる技術を開発するためには、細胞における低温に対す

る応答を解析し、低温馴化の素過程で重要な変化を明らかにする必要があると考えた。そ

こで、本研究は、低温馴化のモデル植物であるシロイヌナズナから誘導された培養細胞（T87

株）を用いて、細胞レベルにおける低温馴化による凍結耐性誘導機構を明らかにすること

を目的とした。本研究では、2つの異なった成長段階（誘導期及び対数増殖期）の細胞を用

いて、低温処理による凍結耐性の変動、細胞内糖やABA含量の変動、低温誘導性遺伝子の

発現変動を詳しく解析し、低温馴化機構が成長段階によって制御されることを明らかにし

た。また、低温馴化する能力がある誘導期の細胞では、細胞周期が盛んに進行しているこ

とを示すとともに、細胞周期に依存した低温応答性があることを明らかにした。ここで得

られた結果は、細胞周期が低温馴化機構に重要な限定要因であるという新しいことを示唆

している。
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IL材料と方法

II－1）生育方法

　T87懸濁培養細胞はシロイヌナズナ（A　rabidopsis　thaliana　L．　Hyne　ecotype　Columbia）

seedling由来の培養細胞である（Axelos・et・aL　l　992）。本懸濁培養細胞は、理化学研究所ゲノ

ム科学総合研究センター植物ゲノム機能情報研究グループより提供していただいた。

　　本培養細胞の液体培養培地（JPL　Medium、　Axelos　et　al．　1992：組成は下記参照）は、200

mlの三角フラスコに40　ml入れ、オートクレープにより滅菌処理を行うことで作製した。

培養細胞を回収するための濾過器具は、20mlプラスチックシリンジの先端部をカッターナ

イフで切臓り、切如をバーナーであぶった後シリンジとメッシュを1㎜のメッシュ

に押し付け接合して作成した。シリンジからはみ出たメッシュをはさみで切り取り、シリ

ンジを300mlの三角フラスコに備え付け、アルミホイルで口部分を包みオートクレープに

より滅菌処理を行い、使用した。

　継代培養には、まず、クリーンベンチ内でこの器具を用いて12日間培養した培養細胞

を濾過した。回収された細胞2mlを滅菌した培地に入れ、アルミホイルで口部分を包んだ

後、23°C、連続白色光（約10e　pmol　m“2　sec”i）、120　rpmで振とう培養した。また、培養細胞

の一部は、コンタミネーションなどによる損失に備えて、寒天培地上で継代培養した。

T87培養培地

ストックA（500　ml）

KNO3

CaCl2・2H20

MgSO4・7H20

KH2PO，

32．759

2．29

L859

0、85　g

ストックD（100　ml）

myo－inositol　　　　　lg

glycine　　　　　　　　　　　20　mg
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ストックB（500ml）

H，BO，．

MnSO4・4H20

ZnSO4・7H20

KI

Na2MoO4・2H20

CoClっ・6H。O

CuSO4・5H20

3」g

11．159

5，3　9

0．415　g

O．1259

0．Ol259

0．Ol25g

ストックVT（100　ml）

nicotinic　acid　　　　　50　mg

pyridoxine・HCI　　　50mg

thiamine－HCI　　　　　40　mg

ストックC（500ml）

FeSO4・7H20

Naっ・EDTA

L399

1．869

100mMリン酸buffer　pH　7，0

0．2　M　Na2HPO4　　3⑪．5　ml

O．2　M　KH2PO4　　19．5　ml

lOO　mlにメスアップ

全てのストックを調整後オートクレープ

T87培地

ストックA　　　　　　　　 15ml

ストックB　　　　　　　　O．15ml

ストックC　　　　　　　　　　　1　mi

ストックD　　　　　　　　 5ml

ストックVT　　　　　　　　O．5　ml

vitamine　assay　　　　　　　　　　　　O．05　g

　casaminoacids

sロcrose　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　7．59

100mMリン酸buffer　　　　　　O．5　ml

500　pM　1－NAA（α一NAA）　　　　　1ml

MQ　　　　　　　　　　　　Xm1

全量　　　　　　　　　　　　　500ml

KOHでpH　5．7に調整後、オートクレープした。

　寒天培地は、液体培L地にagarをO．6e／e（w／Ψ）になるよう加え、オー一トクL・一一ブした。そ

の後、滅菌済みシャーレ（深型90×20　mm、　IWAKDに流し込み、固まるまで夕y　一一ンベ

ンチ内に静置した。作製した寒天培地に培養開始後12E目の細胞を200山広げ、連続白色

光下（約100μmol　m’2　sec’1）、23℃で静置して培養した。継代は約1ヶ月に1日行った。
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II－2）成長曲線測定法

成長曲線の測定は下記のように行った。

　40mlの培地に2mlの細胞を入れて継代し、培養開始後3日おきに生重量を測定した。

まず・測定に使用した濾紙の重量を決定するため、lmlのMQ水をブフナロートに設置し

た濾紙に浸し、3⑪秒間バキュ・一一ムポンプ（V－503、柴田科学）を用いて吸引処理された濾紙

の湿重量を電子天秤により測定し、得られた生重量をコントロール（サンプルなし）とし

た。次に実験区（細胞＋濾紙）の湿重量を測定するため、培養している細胞懸濁液をlml

量り取り、濾紙に浸し、コントロール区と同様に30秒間吸引処理し、その重量を測定した。

実験区で得られた重量からコントロールで得られた重量を差し引くことにより、細胞の重

量を計算し、それをグラフ化して細胞の成長曲線を決定した。実験は3回繰り返し、その

平均をデータとして示した。

　次に、得られた成長曲線より、比較的重量の増大が見られない培養初期の期間を誘導期、

引き続き見られる直線的な重量の増加が起こる期間を対数増殖期、その後に見られる再び

重量の増加が起こらなくなる期間を定常期として三つの異なった成長段階を決定した。

II－3）低温処理

　二つの異なった成長段階（誘導期及び対数増殖期）まで培養した細胞を2°Cの人工気象

器（CU－35　1A、　TOMY）に入れ、12時間明期／12時間暗期条件（明期：約150　ymol　m’2　see’i）、

120rpmで一定期間振とう培養することにより低温処理を行った。

II・4）凍結耐性評価法

　凍結耐性は再成長法を用いて測定した（下記参照）。未処理（以下NA）、低温2日（以

下CA2）処理した培養細胞をクリーンベンチ内で50　mlプラスチックチューブに入れ、卓上

多本架遠心機（LC・122、　TOMY）を用いて225　gで5分間遠心し、細胞を沈殿させた。タリ

L－一一・塔xンチ内でデカントにより培地を取り除いた後、滅菌水を50ml入れ、転倒混和により

細胞を軽く懸濁することで細胞の洗浄を行った。その後、再び遠心分離により細胞を沈殿

させ、クリーンベンチ内で上清を除去した。この操作を合計3回行い、細胞外に付着した

糖を取り除いた。滅菌済みの薬さじを用いて、洗浄した細胞を滅菌済み濾紙（90・mm）の」二

に置き細胞外の水分を取り除いた。再び、新たな濾紙に細胞を移しかえ、十分に水を切っ
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た。その後、重量を量った15mlプラスチックチューブに培養細胞（O．3　g）を電子天秤

（AB204－S、　METTLER　TOLEDO）を用いて量りとった。次いで、植氷時に直接細胞に冷却

した金属棒が触れるのを避けるため、0．5・3cm程度に切った滅菌済み濾紙をチューブ内に

滅菌ピンセットを用いて入れ、300μ1の滅菌水を加えた。各低温馴化処理区及び凍結温度区

で同様の方法を用いサンプリングを行った。

　　凍結は、エタノールを冷媒としたプログラムフリーザー（PRO　COOL　BATH　NCB・3400、

EYELA）を用いて行った。サンプルの入ったプラスチックチューブを一2℃で15分間インキ

ュベーションした後、液体窒素であらかじめ冷却しておいた金属棒をプラスチックチュー

ブの外壁に触れることによってチュ・一一ブ内の濾紙を冷却し、植氷を行った。植氷後、－2℃

でさらに2時間インキュベートし、試料の凍結を十分に行った。その後、1時間あたり2°C

の冷却速度で温度を下げた。目的温度まで冷却した後、細胞の入ったチューブを取り出し、

チューブの外に付いたエタノールをふき取り、冷蔵庫で1日置いて融解した。翌日、融解

した細胞をクリーンベンチ内で新しい液体培L地（100ml三角フラスコに20・mlのT87液体培

地を入れ、オー一トクレープ処理したもの）に全量移し変え、前述の培養条件で再成長させ

た。再成長させた細胞の湿重量を上述した方法に従い測定することで成長曲線を作成し、

各凍結温度区で細胞が増殖するものを生存サンプルとして細胞の凍結耐性を決定した。生

存率は、再成長開始後10日目の生重量を測定し、0℃処理の培養細胞の生重量を100％とし

た時の各温度区における生重量を％で表示した。

II－5）糖含量測定法

　誘導期及び対数増殖期それぞれの培養細胞について低温処理を行い、すでに述べられた

吸引処理により細胞を回収した。回収した細胞100mgを1．5・mlのエッペンチューブに入れ、

エッペンチューブごと液体窒素に入れ細胞を凍結し、プラスチックpestleを用いて細胞を破

砕した。破砕した細胞に500μ1の80％（v／v）エタノールを加えてプラスチックpestleを用

いてさらにすりつぶし、内部標準として200　pg　fucoseを付加後、さらに500　plの80％（v／v）

エタノールを加えてすりつぶした。破砕物をvortexし　加熱したヒートブロックにのせ

80°Cで30∠日処理した　その’‘C　遠心△離　20400　5∠　室温　を行い　上　を別の

エッペンチューブに回収した回収した上？を80℃のヒートプロックで風　させそのzz

1　miの80％　N・／vエタノールを加えた　この操作（下線部）を3回繰り返した。その後、

乾燥させた沈殿物に、メタノール：クロロホルム：MQ水混合液（400μ1：400μ1：360μ1）

を加え、vortexした。さらに、遠心分離（9，100　g、10分、室温）して、上清を別のエッペ

ンチューブに回収した。エッペンチューブを80℃のヒートブロックにのせて、抽出液を風

17



乾させた・乾燥後・乾固物にMQ水を1　ml　h”え完全に溶かし、　o，2　ym　membrane　filter（MiUex⑪

一LH、　MILLIPORE）で濾過した後、　HPLC（高速液体クロマトグラフィー）で分析を行った

（カラム：Shodex　Asahipak　KS－800、流速0．8　ml／min、分析時間90分、　HPLC装置：全て

SHIMADZU製、液送ユニット：LC・・10ADVP、オートインジェクター：SIL－10ADVP、カラ

ムオーブン：CTO－10AVP、示差屈折計検出器：RID－10A、システムコントローラ：SCL－10AVP、

データシステム：CLASS・VP）。定量は、あらかじめ目的とする糖（本研究ではsucrose、glucose、

丘uctose）の検量線を市販の各糖を用いて求めておき、それに対するピーク面積比から計算

によって求めた。

II－6）糖含量増加培地の作製及び培養法

　Sucroseを用いて糖含量増加培地の作製を行った。作製方法は、　T87液体培地を作製する

際に、sucrose量を通常液体培地の2倍量（3％）に相当するように500　mlあたり15　g加え

た後、通常培地と同様の作製方法（II－1）参照）で作製した。また、細胞の培養も通常培養

法（II）－1参照）で対数増殖期まで行った。

II－7）ABA含量の測定法

　　誘導期及び対数増殖期の培養細胞を低温処理し、吸引処理により細胞を回収した。回収

した細胞O，3　gを液体窒素で凍結させた後、乳鉢と乳棒を用いて破砕した。破砕した細胞に

5　mlの80％（v／v）メタノールを加え、さらに破砕した。15mlプラスチックチューブに破砕

液を回収し、1日4°Cで振とうした。振とう後、遠心分離（6，000　g、10分、4°C）し、上清

を新しい15mlプラスチックチューブに回収した。下層（ペレット）に80％（v／v）メタノ

ールを加えて懸濁し、1時間4°Cで振とうした。再び、遠心分離（6，000　g、10分、4℃）を

行い、上清を上述した15mlプラスチックチューブに回収した。回収後、80％（v／v）メタノ

ールを加え全量を10　mlとし、さらに、　MQを1．43　ml加え溶液のエタノール濃度を70％と

した。このサンプルから4mlをSep－Pak（Cis、　Waters）に通し、ガラス試験管に回収した。

さらに、1mlの70％（v！v）メタノールをSep－Pakに通すことで完全にサンプルを回収した。

窒素ガスを用いてサンプル中のメタノールを除いた後、水相にINの塩酸を加えてpHを2

～3に調製し、MQを加え全量を5m1とした。　ABAの定量は、　ELIsA　Kit（Phytodetek　ABA、

SIGMA）に示されているプロトコルに従い行った。また、　Kitで使用されている抗体は、ウ

シ血清アルブミン（BSA）とtrans，　cis－ABAの結合物質に対するものを用いており、trans，

trans－ABAには反応しないことが分かっている（Weiler　l979）。吸光度の測定はマイクロプ

レートリーダー（Multiskan　JX、　Labsystems）を用いて405　nmで行った。
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II・8）RNA抽出法

　　低温処理前後の培養細胞を吸引処理によって回収し、液体窒素で凍結した。そこからlOO

mg量り取り、プラスチックpestleを用いて細胞を破砕した。RNAの抽出はRNeasy　Plant　Mini

Kit（QIAGEN）に示されているプロトコルに従い行った。

II－9）低温誘導性遺伝子の発現解析（半定量的RT－PCR法）

　　半定量的RT－PCRはKitを用いて行った（Advantage　RT－for－PCR　Kit、　BD　Biosciences；　PCR

Kit、　Takara）。

　　用いた各プライマーの配列は以下の通りである。

　1）REBIA　（At492548e．1）

　　　　Fwd－5　’ATGAACTC　ArlTI’TTCTGCTTTTTCTG　3　’

　　　　Re、r－5　’TTAATAACTCC　ATAACGATACGTC　3’

　COR15a（At2942540．1）

　　　　Fwd・5　’ATGGCGAT　GTCTTTCTCAGG　3　7

　　　　Rev－5℃TACTTTGTGGCATCCTTAGC　37

　RZ）29A　　（Atsg5231e．1）

　　　　Fwd－5　’ATGGATCAAACAGAGGAACCACC　3’

　　　　Rev－5’TGCTTCTCGTCGACAAGTCTC　3’

　、4C㎜　（At3918780，1）

　　　　Fwd・5’　CTAAGCTCTCAAGATCAAAGGCTTA　3’

　　　　Rev－5　’　ACTA　AAACGCAAAACGAAAGCGGTT　3　’

　　低温処理前後の培養細胞から抽出したtotal　RNA　lμgを含むRNA溶液をPCR用プラス

チックチューブにとり、滅菌水で全液量を］2．5μ1にした。次に、LOμ1のolige（dT）プラ

イマー（Kitに含まれる製品）を加え、　PCR反応機（Gene　Amp　PCR　Syste血2700、　Applied

Biosystem）を用いて70℃で2分間加熱し、その後、氷上で急冷したeこのチューブに混合

液（Kitに含まれる製品の5×reaction　buffer　4，0μ1、　dNTP　mix　l．O　pl、　Recombinant　RNase

lnhibitor　O．5μ1、　MMLV　reverseぬnscriptase　l．0μ1）を力目え、ピペッティングにより混和した。

混和後、PCR．反応機を用いて42℃で1時間、94°Cで5分間加熱した後、遠心によってチュ

ーブの縁に付いている液を完全に落とした。PCR産物（cDNA）に801xEの滅菌水を加えて

液量を100μ1にし、ピペッティングによって混和した。混合液（cDNA　1μ1、　Ex　Taq　Iμ1、

10×　Ex　Taq　Buffer　5　pl、　dNTP　Mixture　4　pl、　ACTIAi12プライマーfbrward及びreverse各終濃
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度1pM、滅菌水で50μ1にメスアップ）を加え、ピペッティングにより混和した後、　PCR

反応機を用いて95℃・15分、（95℃・30秒、59℃・30秒、72°C・1分）・30サイクル、引

き続き、72°C・5分、4°C・。oで反応を行った。反応が終了したサンプルを2％アガロースゲ

ルを用いて電気泳動を行い、遺伝子発現を解析システム（BioDoc－ltTNS　Imaging　System、

Funakoshi）を用いて解析した。　cDNA濃度を正確に揃えるため、発現量が各実験区で同程

度になる希釈率でcDNAを希釈し、再びPCR．と電気泳動を行うことにより確認した。希釈

率を決定した後、目的遺伝子のプライマーを用いて上述した組成で混合液を調整し、94℃・

5分、（94℃・45秒、各プライマーのアニーリング温度（CBE3！DREBIA　51°C、　COR15a　54°C、

RD29A・56℃）・45秒、72°C・2分）・サイクル数（各遺伝子はそれぞれ24、28、32）、72°C・

5分、4℃・。。で反応を行った。電気泳動後、遺伝子発現が飽和していないサイクルを選択し、

低温誘導性発現量の比較を行った。

II－10）44kオリゴアレイ解析法

　　オリゴアレイ解析は、独立行政法人理化学研究所横浜研究所に依頼し、アジレントIt　44k

オリゴアレイを用いて行った。解析に用いたサンプルは、誘導期、対数増殖期の培養細胞

をNA、低温処理1日（以下CAD及びCA2処理したものである。この培養細胞から上述

した方法を用いてRNAを抽出し、電気泳動と吸光度測定によりRNAの品質を確認した。

オリゴアレイ解析は独立した3サンプル（biological　replicates）について行い、1サンプルに

対し3回の繰り返し実験（technical　replicates）を行った。オリゴアレイへのハイブリダイズ

実験は、アジレント社のインストラクション（http：〃www　chem．　agilent．com！Scripts！PC

o1．asp？IPage＝494）に従って行った。

　　マイクロアレイデータは以下の条件を満たすものについて解析を行った。

1．処理したサンプル（Cy5　lntensity）のシグナル値の平均値が＞1000であるe

2、処理したサンプルのシグナル強度が2倍以上に誘導されるもの、あるいは05倍以下に

　抑制されるもの。

3，GeneSpring（アジレント社）を用いた解析で独立した3サンプルから得られたt－test

　P－valueの値がくO．05のもの。

　　また、オリゴアレイデータはArrayExpress　databaseに登録した（accession　number：

E－MEXP－1347）。
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II・ll）細胞周期の同調化法

　　細胞周期の同調化にはDNAポリメラーゼαの阻害剤であるアフィディコリン（Wako）

を用いて行った（Menges＆Murray　2002）。定常期（継代後15日目）の培養細胞をII－1）で

記した濾過器具に通した。濾過されずにメッシュ上に残った細胞を新しい液体培地（40ml）

に懸濁し、DMSOに溶解したアフィディコリンを添加した（終濃度30μM）。添加後、通常

培養条件下で20時間培養することで細胞周期を停止させた。その後、50mlプラスチック

チューブに培養液ごと回収し、卓上多本架遠心機（LC－122、　TOMY）を用いて225　gで90

秒間遠心し上清を取り除いた。さらに、アフィディコリンを完全に取り除くため、液体培

地50・mlを用いて再懸濁し、遠心分離により上清を取り除く操作を3回繰り返した。洗浄後、

ピペットマンを用いて完全に液体培地を取り除き、40・mlの新しい液体培地に再懸濁、その

後、通常培養条件で培養することで細胞周期を同調化させた。

II・12）同調化の評価法

　細胞周期の同調化は細胞周期特異的プライマーを用いた半定量的RT－PCR及び有糸分裂

率の測定により評価した。

II－12－1）細胞周期特異的プライマーを用いた半定量的RT－PCR法

　Histone・H4、α）KBI；1、　CD・Ul2’2及びKRP2flCK2をそれぞれS、　G2、　M及びG1期のマ

ーカー遺伝子として用いた（Menges＆Murray　2002）。

　用いられた各プライマーの配列は以下の通りである。

Histone　H4（Aeg45930．1）

　　　FN，vd・・5　’ATTCAAGTTCCTTTAGAAAATGTCAGG　3’

　　　Rev－5　’　ATACTAAACAAGCATCGAGAAACTG　3　’

（三Z）」（81；1　（At3954180．1）

　　　Fwd－5　’　AGAAGGTCGGAGAAGGAACATAC　3　’

　　　Rev－5’TCAGCAAAGArA、CAACCAACAGAC　3’

α）KB2；2　（Atlg20930．1）

　　　Fwd－5’　TGGACAACAATGGAGTTAAACCC　3’

　　　Rev－5　’　AGACAAGCAAAGACAGAGATAGAAC　3　’
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KRP2／7（］1（2　（At3950630，1）

　　　Fwd・5「AAGGTGACGTCGTAGGAGATTATG　3’

　　　Rev－5’TCTTCTAACTCAGCTTCCTTCAC　3’

　　同調培養開始後、3時間ごとに30時間まで細胞をエッペンチューブに回収し、液体窒素

で凍結させた後、一・soecで保存した。保存した細胞を用いて半定量的RT・PCRを上述した方

法により行った。各プライマーのアニーリング温度は全て58．4°CでPCR反応を行った。

II－12－2）有糸分裂率測定法

　　有糸分裂率の測定はDNA蛍光色素のpropidium　iodide（PI、　SIGMA）と蛍光顕微鏡（シ

ステム顕微鏡BX51、　OLYMPUS）を用いて行った。同調培養開始後、3時間から30時間ま

でエッペンチューブに回収した細胞にlm1の10％ホルマリン（in　PBS；137　mM　NaCl，8．lmM

Na2HPO4・］2H20，　2．68　mM　KCI，1．47　mM　K：H2PO4）を加え、1時間以上常温において回転混

和することで細胞を固定した。固定された細胞を遠心分離（225g、5分、常温）し、上清

を除去した。そこに1mlのPBSを加え懸濁した後、再び遠心分離（225　g、5分、常温）し、

上清を除去することでホルマリンを完全に取り除いた。そこから20μ1の懸濁液を新しいエ

ッペンチュ・一・ブに移し、終濃度0．5％になるようにRNaseA（InWrogen）を添加し、ピペッ

ティングにより混和、引き続いて37°Cのピー一トブロック上でRNA消化を行った。反応後、

PIを終濃度40μg／m！で添加し、ヒ゜ペッティングにより混和した後、遮光条件下で15分間静

置した。次いで、lml　PBSに懸濁し、遠心分離（225　g、5分、常温）により上清を除去す

ることで洗浄操作とした。この洗浄操作を計3回行った後、20μ1のPBSに懸濁し、蛍光顕

微鏡を用いて核DNAを観察した（励起光535㎜、半値幅15　nm、吸収580・nm、フィルタ

ーセットU－MWIG2（Olympus））。有糸分裂率の測定は、顕微鏡で観察されたM期の中期と

後期の数を全核数（約1，500個）で割ることにより算出した。

ILl3）同調化細胞を用いた低温処理

　　各細胞周期（S、G2／M、　G1期）まで培養した細胞を、上述した（II・3参照）低温チャン

バーに入れ低温処理とした。
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II－14）同調化細胞における低温誘導性遺伝子の発現解析

　NA、　CA1処理した各細胞周期の培養細胞からRNA抽出及び低温誘導性遺伝子

（CBF3fDREBIA．　COR15a．　RD29A）の発現解析を上述した方法に従い行った（II・7、　II・8

参照）。

皿一15）同調化細胞におけるABA含量の測定

　NA、　CAO．25（以下CA6　hr）、　CA1、　CA2処理した各細胞周期の培養細胞からABA含量

の測定を上述した方法に従い行った（IL6参照）

II－16）同調化細胞における糖含量の測定

　NA、　CAO．25、　CA　1、　CA2処理した各細胞周期の培養細胞から糖含量の測定を上述した

方法に従い行った（ll・5参照）。

II－17）異なった細胞周期における凍結耐性

　NA、　CA2処理した各細胞周期の培養細胞から凍結耐性の評価を上述した方法に従い行

った（II－4参照）。
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III．結果

III－1）懸濁培養細胞の成長曲線

　T87懸濁培養細胞の成長曲線を測定した（図2）。懸濁培養細胞の成長曲線は3回測定し

た湿重量の平均をグラフにしている。その結果、継代後10日目までの生重量増加は小さか

った。ll日から14日にかけて生重量は急激に直線的に増加した。しかし、その後培養日数

を長くしても、生重量の増加はほとんど見られなかった。これらの結果より、本実験条件

下においては培養開始後0～10日が誘導期、11・’v　14日までが対数増殖期、15日以降が定常

期であった。

III－2）凍結耐性の評価

　　定常期の細胞は成長の後半段階の細胞であり、誘導期及び対数増殖期の細胞に比べ死細

胞が多く観察された（データは示していない）。このような状態の細胞では、正確に低温応

答機構を解析することが困難である考えられたため、本解析では誘導期と対数増殖期の細

胞に絞り解析を行った。シロイヌナズナT87懸濁培養細胞が低温に応答し、凍結耐性が増

大するか否かを明らかにするため、誘導期（継代後8日目）、対数増殖期（継代後12日目）

の培養細胞における低温処理前後の凍結耐性の変動を再成長法を用いて解析した（図3A，

B）。その結果、誘導期の細胞は低温処理により凍結耐性が増大することが分かった（図3A）。

誘導期の細胞では、NA区で一4ecまで約100％の生存率を示す一方で、－4°Cから一7℃の温度

区において生存率が約10％まで直線的に減少した。しかし、CA2処理区では、－8°Cにおい

ても約50％の生存率を維持していた。本解析から、誘導期の培養細胞では低温処理を2日

間行うことにより、半数細胞致死温度（LTso）が約・6°Cから一8°Cまで低くなることが明らか

となった。特に、・7°Cにおいて誘導期の細胞は対数増殖期の細胞に比べ有意に生存率が高

かった（P＜0．05）。

　誘導期の細胞が低温処理によって凍結耐性を増大させるのと対照的に、対数増殖期の細

胞は低温処理を行っても凍結耐性は増大しなかった（図3B）。NA区では、誘導期と同様一4°C

まで約100％の生存率を示した。対数増殖期の細胞においても、－4°Cから一7°Cの温度区にお

いて約10％まで生存率が減少したが、一・6°Cでは生存率が77％となり、有意差はないものの

誘導期の細胞に比べ生存率が高い傾向を示した。NA区と同様、　CA2処理区でも一7°Cで約

lO°／，まで生存率が減少し、　LT5。はNA区、　CA2区ともに一7°Cであった。従って、対数増殖期

の細胞では、低温処理による凍結耐性の増大は見られないことが明らかとなった。
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！II－3）糖含量の変動

　以上のように、誘導期と対数増殖期の培養細胞において、低温処理による凍結耐性誘導

の様相が異なることから（図3A，　B）、これら二つの成長段階の細胞における低温応答機構

が異なることが予想される。そこで、シロイヌナズナ植物体の低温馴化過程で見られ、凍

結耐性の増大に重要な関係を持っていることが知られている（Levitt　198e、　Wanner＆Junttila

l999）細胞内の可溶性糖含量の変化について解析を行った（図4A．　B，　C）。　NA区における

全可溶性糖含量（スクロース、グルコース及びフルクトース含量の合計）は、対数増殖期

に比べ誘導期の培養細胞で有意に多かった（PくO．05：図4A）。誘導期の細胞における全糖含

量（5．56　mg／g　FW）は、対数増殖期の細胞における全糖含量（2」4mg／g　FW）の約2．5倍で

あった。低温処理過程において測定された全糖含量も、常に誘導期の細胞で多くなる傾向

を示し、特に、CAO．25（6時間後）及びCA2処理では有意に誘導期で多かった（P＜O．05）。

さらに、誘導期の細胞における糖含量は、CAO．25処理で一過的に増大し（P＜0．05）、それ以

降（CAI及びCA2処理）ではNA区と同程度まで減少することが明らかとなった。しかし、

対数増殖期の細胞では低温処理過程における全糖含量の増大は、調べられた低温処理時間

では確認されなかった。

　　次に低温処理過程におけるスクロース、グルコース及びフルクトースのそれぞれの含量

を解析した（図4B，　C）。　NA区の誘導期の細胞では、解析した3種の糖含量に顕著な違いは

見られなかった（図4B）。しかし、スクロー一スとグルコース含量は、　NA（スクロース：227

mg／g　FW；グルコース：1．78　mg／g　FW）に比べCAO，25処理（スクロース：3、71　mg／g　FW；グル

コース：3、70mg／g　FW）後に有意に増大した（P＜0．05）eさらに、スクロース含量はCA2処

理（3．47mg／g　FW）まで高い含量を維持した。一方、グルコース含量はCAO25処理以降NA

区と同程度まで減少することが分かった（CA1：2．05　mg／g　FW；CA2：1．57血g／g　FW）。また、

フルクトース含量は、低温処理過程で若干減少するものの、大きな変化は観察されなかっ

た（NA：1．51mg／g　FW；CAO，25：Lllmg／g　FW；CAI：1．18mg！g　FW；CA2：1．15mg／g　FW）。

　　対数増殖期の細胞では、低温処理過程を通じて、スクロース（NA：1．66　mg／g　FW；CAO．25：

1．82　mg／g　FW；CA1：1．88　mg／g　FW；CA2：L88　mg／g　FW）、グルコース（NA：0．25　mg／g　FW；

CAO，25：0，29　mg／g　FW；CAI；　O，33　mg／g　FW；CA2：0．43　mg／g　FW）、及び、フルクトース（NA：

0．23mg！g　FW；CAO．25：0．23　mg／g　FW；　CAI：0．42　mg／g　FW；CA2：0．35　mg／g　FW）の含量に顕著

な変化は見られなかった（図4C）。従って、誘導期の細胞のみで低温に応答した糖含量の増

大が起こることが分かった。
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III－4）糖添加による凍結耐性

　上述したように、NA区において、対数増殖期の細胞は誘導期の細胞に比べ細胞内の糖

含量が少なかった（図4A，　B，　C）。低温処理過程では、様々な生理的あるいは分子生物的変

化が起こり、それに伴いエネルギーが消費されると考えられる。従って、NA区の糖含量が

対数増殖期の細胞において誘導期の細胞よりも少なくなっていることが、低温処理に対す

る応答反応を制限し凍結耐性が増大しない原因であるとも考えられる。そこで、培地中の

スクロース含量を通常（15％）の2倍量（3％）にして、対数増殖期まで培養した細胞の低

温処理による凍結耐性の変化を評価した（図5）。

　解析の結果、糖含量を増加させた培地で対数増殖期まで培養した細胞においても低温処

理による凍結耐性の増大は観察されなかった（図5）。－4℃までは、NA（・2°C：90．5％；4℃：

81．3％）、CA2処理（・2°C：88．0％；－4°C：81．9％）ともに、80％以上と高い生存率を示した。ま

た、－6°C以下の温度区ではNA及びCA2処理ともに、50％以下の生存率となった（NA－6°C：

435％；－8°C：7．82％、CA2－6℃：45．1％；－8°C：30．8％）。－8℃でCA2処理の細胞はNA細胞に比

べ若干、耐性が増大する傾向が観察されたが、有意差は見られなかった。

III－5）ABA含量の変動

　　シロイヌナズナ植物体における低温馴化による凍結耐性の誘導に細胞内ABA含量が重

要な役割を果たしていることが知られている（Heino　et　al．1990、　Lang　et　al．　1994、　Mantyla　et

aL　1995）。そこで、上述された二つの成長段階の細胞における低温応答性の違いをさらに調

べるため、低温処理過程における培養細胞内ABA含量の変動を解析した（図6）。　NA区に

おいては、誘導期が対数増殖期よりABA含量が多いことが分かった（誘導期：58．8　n9／g　FW、

対数増殖期：39．0皿g／gFW；P＜0．05）。また、低温処理を行うと、誘導期の細胞のみでABA

含量が増大する傾向が観察された（誘導期；CAO．25：77．8　ng／g　FW；CAI：86．0　ng／g　FW；

CA2：96．4　nglg　FW）。しかし、対数増殖期ではそのような増加傾向は見られなかった

（CAO．25：37．9　ng／g　FW；CAl：35．6　ng／g　FW；CA2：54．3　ng！g　FW）。従って、低温処理過

程における細胞内ABA含量の増大も誘導期の細胞のみにおいて起こることが分かった。

III－6）低温誘導性遺伝子の発現変動

　　以上のような誘導期と対数増殖期に見られる低温に対する生理生化学的応答の違いに

加えて、分子生物学的な見地から研究を進めることを計画し、シロイヌナズナ植物体など
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でよく調べられている低温誘導性遺伝子（Cβ」鴨の1正8M、　COR∫5a、　RD29A）の低温処理過

程における発現を半定量的RT－PCR法を用いて解析した（図7）。基本的に、誘導期、対数

増殖期ともに、低温処理過程における低温誘導性遺伝子の発現変動は、CAI処理で発現が

ピークとなり、CA2処理にかけて減衰するというパターンとなっており、両者で類似して

いた。しかし、より詳細に発現プロファイルを比較すると、CAO．25あるいはCA2処理にお

いて発現強度は誘導期のほうが対数増殖期よりも強くなることが明らかとなった。本解析

条件では、CBF3／DREBIAの発現が誘導期の細胞においてCAO．25処理からCA　I処理の問で

確認された。一方、対数増殖期の細胞ではCA　1処理のみで確認されるという違いが見られ

た。誘導期の細胞におけるCOR　15aの発現は、　CAO．25処理で確認され、　CA2処理まで高か

った。しかし、対数増殖期の細胞では、CAI処理で発現が確認されたが、　CA2処理では発

現が減衰する傾向を示した。さらに、斑）29Aの発現は、　CAO．25及びCA2処理で対数±曽殖期

の細胞に比べ誘導期の細胞で高いことが見受けられた。

IIL7）44kオリゴアレイ解析

　　上記の実験結果は、低温誘導性遺伝子（（］BF3／DREBIA、　COR∫5a、　RD29A）の発現が対

数増殖期に比べ誘導期で高くなっていることを示唆しているが、これらの低温誘導性遺伝

子は対数増殖期の細胞においても発現していることも事実である。そこで、次に、44kオリ

ゴアレイ（アジレント社）を用いて、誘導期の細胞のみで低温によって発現が変動する遺

伝子を網羅的に解析することを試みた（図8A．　B、表1・6）。その結果、誘導期の細胞におい

て低温で誘導（≧2倍）あるいは抑制（≦0．5倍）される遺伝子が合計1，607及び1，625個あ

ることが明らかとなった（図8A，　B）。これらの遺伝子のうち、　CAI及びCA2処理に共通し

て誘導あるいは抑制される遺伝子が1，225及び966個、CA　1処理のみで誘導あるいは抑制さ

れる遺伝子が53及び58個、そして、CA2処理のみで誘導あるいは抑制される遺伝子が329

及び601個あることが分かった。

　本細胞の凍結耐性は、誘導期の細胞をCA2処理することにより増大する（図3）。従っ

て、凍結耐性の増大に重要と考えられる遺伝子は、少なくともCA2処理以前に低温によっ

て変動し、タンパク質レベルでの質的及び（あるいは）量的変動をもたらしているものと

考えられる。これを考慮してさらに解析を行ったところ、CA2処理以前に低温で変動する

遺伝子は、」二述したCA1及びCA2処理に共通して低温で誘導あるいは抑制される1，225個

及び966個の遺伝子とCA　1処理のみで低温で誘導あるいは抑制される遺伝子53個及び58

個の遺伝子が該当する。さらに、誘導期の細胞のみが凍結耐性を増大させることから、CA2

処理以前に低温変動する遺伝子のうち、誘導期の細胞のみで低温によって変動する遺伝子
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（つまり、対数増殖期の細胞では低温処理過程で発現変動しない遺伝子）が凍結耐性の増

大に重要であると考えられる。そこで、誘導期の細胞のみで低温変動する遺伝子を探索し

たところ、誘導期の細胞のみでCA　1及びCA2処理に共通して低温で誘導あるいは抑制され

る遺伝子が43個及び26個、そして、CAl処理のみで低温によって誘導あるいは抑制され

る遺伝子が11個及び8個あることが分かった（表L4）。

　　次に、これらの遺伝子群をThe　Arabidopsis　lnfommation　Resource（TAIR）データベースを

用いて、予想される機能に基づいて分類した（表1～4）。その解析の結果、CA1及びCA2

処理に共通して低温で誘導される遺伝子には、signal　transduction関連遺伝子（At2905940．1、

At2939360．1、　At2946600．1、　A6955450J、　At4g　l　7530．1及びAtsg12940．1）が6個含まれ最も

多く、次にmetabolism関連遺伝子（Atlg56670．1、Atlg73010．1、A6902040．1及びAt3958490．1）、

transcription　factor（At2940140．1、　A6915030．1、　At5951190．1及びAt5961600．1）、　transporter

関連遺伝子（At　lg76430」、　At3922600．1、　At5gO3555．1及びAtsgl7860．1）及びprotein　fate関

連遺伝子（At2924540、　At391382e」、　At5gO9800．1及びAt5964660．1）がそれぞれ4個あるこ

とが分かった（表1）。CA　I処理のみで低温により誘導される遺伝子では、　transporter関連遺

伝子（Atlg19450，1、Atlg22550、1及びAt4939390」）が3個と最も多く、その他にはmetabolism

関連遺伝子（At4913350．1）、　cell　rescue　and　defense関連遺伝子（Atlg32090」）、cell　wall関連

遺伝子（At3956000．1）及びcell・・ceEl　signaling関連遺伝子（At4915800、1）がそれぞれ1個あ

った（表2）。また、CAI及びCA2処理で共通して低温により＃p制される遺伝子では、

transcription　factor（AtlgO8320．1、　Atlg30210．1、　At　lg6237⑪．1、　At5906710．1、　At5959000．1及

びAtsg59460．1）が6個と最も多く、metabolism関連遺伝子（At3924590．1、　Atsg19290、1及

びAtsg62740．1）が3個、　translation関連遺伝子（At　lg77840．1及びAtsg12110，1）が2個であ

った（表3）。CA1処理のみで低温により抑制される遺伝子には顕著に多く抑制される遺伝

子機能カテゴリーはなく、metabolism関連遺伝子（Atsg46180．1）、　transporter関連遺伝子

（Atlg63440．1）、　signa1　transduction関連遺伝子（At4917890，1）及びdevelopment関連遺伝子

（At4936630．2）がそれぞれ1個であった（表4）。

III－8）培養過程における細胞周期の変動

　誘導期に比べ対数増殖期では細胞の生重量が直線的に増大することから（図2）、対数増

殖期において細胞数の増大が起こっていることが考えられる。っまり、対数増殖期で細胞

分裂が盛んに行われている可能性が考えられる。細胞分裂の程度における違いが、誘導期

と対数増殖期における低温処理による凍結耐性の増大に影響しているかもしれない。そこ

で、細胞周期の進行を二つの成長段階で比較し、細胞分裂の程度の違いを解析した（図9A，
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B）。培養過程における細胞周期の変動は、各細胞周期特異的プライマー（S期：　Histone　H4：

G2期：Cl）1（B　1：1；M期：CDノ（B2：2；Gl期：XRP2／∫Cκ2、　Mcnges＆Munay　2002）を用いた

半定量的RT－PCR法、及び、有糸分裂率測定法を用いて測定した（Pa　9A，　B）。　RT・PCRの結

果、誘導期（継代後0～10日）では対数増殖期（継代後ll～i4日）に比べ、全ての細胞周

期特異的遺伝子の発現が高くなる傾向が示された。特に、S、　G2及びGl期マーカー遺伝子

の発現は、継代後2日から6日の間で対数増殖期に比べ顕著に高くなっていた。また、こ

れまで誘導期として解析に用いた細胞（継代後8日目）では、同じく解析に対数増殖期と

して用いた細胞（継代後12日目）に比べ、Gl期のマーカー遺伝子が高発現していた（図

9A）。さらに、有糸分裂率の測定から、誘導期で対数増殖期に比べ有糸分裂を起こしている

細胞数が多くなることが明らかとなった（2日lL89；4日：1．80；6日：2，55、8日：1．24；

10日：0．83；12日：O．5　1；14日：0、図9B）。これらの結果から、誘導期の細胞は対数増殖

期の細胞に比べ細胞分裂が盛んに進行していることが明らかとなった。

III－9）細胞周期の同調化の評価

　　上述したように、低温処理により凍結耐性が増大する誘導期の細胞において細胞周期が

盛んに進行していた（図9A，　B）。つまり、細胞周期と低温処理による凍結耐性の誘導との

間には密接な関係があると考えられる。そこで、細胞周期と低温応答の関係を明確にする

ため、まず本細胞を用いて細胞周期の同調化を試みた。細胞周期の同調化の評価は、各細

胞周期特異的プライマーを用いた半定量的RT」PCR法、及び、有糸分裂率の測定法を用いて

行った（図10A，　B）。　RT－PCRの結果、　Histone・H4（S期）の発現はアフィディコリン除去後、

0～21時間及び27～30時間において確認された。また、その発現量は、アフィディコリン

除去後3時間で最も高くなることが分かった。α）K131；1（G2期）の発現は茄油ηeH4の発

現が減衰し始める9～30時間において、CDKB2；2（M期）の発現はα）KBI∫1の発現に少し

遅れて12～30時間において確認された。これら両遺伝子の発現パターンは非常に類似して

おり、18～21時間で発現のピークに達することが分かった。、KRP2／1CK2（G1期）の発現は

3～30時間の広範囲で確認されたが、18～30時間にかけ発現量が増大することが示された

（図10A）。

　　さらに、有糸分裂率を測定した結果（図10B）、有糸分裂を起こしている細胞数は15～

21時間にかけ直線的に増加（15時間：2．17％；18時間：3．33％；21時間：6．26％）した後、

徐々に減少し、30時間（LO7％）では低い分裂率となった。以上の結果から、　Htstone　H4の

発現が最も高くなるアフィディコリン除去後3時間をS期、有糸分裂率が最も高くなる21

時間をG2／M期、及び、有糸分裂率が低くなり、KRP2／ICK2の発現が確認される30時間を
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Gl期と決定した。

III－IO）異なった細胞周期における低温誘導性遺伝子の発現

　異なった細胞周期の細胞を用い、低温処理前後における低温誘導性遺伝子

（CBF3の児EB∫A、COR　15a、Rl）29A）の発現を半定量的RT－PCR法を用いて解析した（図11）。

NA区では、解析した全ての低温誘導性遺伝子の発現は確認されなかった。一方、　CAI処理

後に、全ての細胞周期の細胞において低温誘導性遺伝子の発現が確認された。しかし、

CB・F3／のREBIA及びRD29Aの発現は、　G2／M期に比べS及びGl期の細胞で高くなることが

確認された。一方、COR／5aの発現はS期の細胞で高発現していたが、　G2／M期及びGl期

の細胞における発現は弱かった。このことから、分子種により発現が高くなる周期は異な

るが、解析した三つの低温誘導性遺伝子の発現は細胞周期に影響されることが分かった。

III－11）異なった細胞周期におけるABA含量

　　異なった細胞周期の細胞を用い、低温処理過程における細胞内ABA含量を測定した（図

12，　13）。NA区のABA含量は、　G2／M期とG1期の細胞では同調化に用いた定常期（継代後

15日目）の細胞と同程度であった（定常期：14．8mg／g　FW；G2／M期：13．6　mg／g　FW；G1期：185

mg／g　FW）が、　S期では他の細胞に比べ高くなる傾向が観察された（32．7　mg／g　FW）。しかし、

低温処理過程におけるABAはS期の細胞では増大することはなく（CAO．25：25、2　mg！g　FW；

CA1：22．5　mg／g　FW；　CM：23．5　mg／g　FW）、G2／M期の細胞では減少する傾向を示した（CAO．25：

9．3　mglg　FW；CA　1：8．5　mg／g　FW；　CA2：3．6　mg！g　FW）。一方、　G　1期の細胞では、　CA1処理で細

胞内ABA含量が高くなる傾向が観察された（CAO．25：12．7　mg／g　FW；CAI：27．8　mg／g　FW；

CA2：14．8　mg！g　FW）。しかし、同調化細胞を用いたELISA法による細胞内ABA含量の測定

は1）毎回の同調率には多少の違いがあり、同調率に依存したABA含量の違いが観察され

てしまう、2）ELISAを用いたABA含量の測定は抗体反応により行われるため、その感度

が毎回の実験ごとに異なる、3）ABA含量の測定に用いている検量線は対数値で用いるため、

1で述べた同調率の違いによるABA含量の変化が顕著に現れてしまう、といった点から絶

対値の安定性に問題があることが分かったe上記の問題点は、各ELISA実験間において起

こる原因が主であることから、この問題を極力少なくするため、NA区のABA含量を1基

準にして低温処理過程でのABAの増大率を相対値で検討することとした（図13）。解析の

結果、G1期のCAI処理を行った細胞において低温に応答したABA含量の増大が確認され

た（NA：1；CAO．25：1．19；　CA　I：2．16；CA2：0．81）。また、　S期とG2ZM期の細胞では低温に応

答したABA含量の増大は起こらないことが分かった（S期；NA：1；CAO．25：0．87；　CAI：1D6；
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CA2：0．89、　G2／M期：NA：1：　CAO．25：1．06：　CAI：O．95：　CA2：1．43）。

III－12）異なった細胞周期における糖含量

　　異なった細胞周期に同調化した細胞を用いて、低温処理過程における細胞内糖含量の測

定を行った（図14、15）。NA区における全可溶性糖含量（スクロース、グルコース及びフ

ルクトース含量の合計）は、G2／M期の細胞（6．60　mg／g　FW）に比べS期の細胞（14．3　mg／g

FW）及びG1期の細胞（14，0　mg！g　FW）で有意に高かった（P＜O．05：図14）。低温処理過程

において測定された全糖含量も、G2／M期の細胞（025　d：7．22　mg／g　FW：　1　d：6．06　mg／g　FW；　2

d：7．61mg／g　FW）に比べS期の細胞（025　d：13．6　mg／g　FW；1d：13．7　mg／g　FW：2d：15．7　mg／g

FW）及びGl期の細胞（0．25　d：13．O　mg／g　FW；　1　d：13．O　mg／g　FW；2d：13．2　mg／g　FW）の細胞

で常に多くなる傾向を示した。しかし、低温処理過程における細胞内糖含量の増大は、解

析した全ての細胞周期の細胞で観察されなかった。

　　次に低温処理過程におけるスクロース、グルコース及びフルクトースのそれぞれの含量

を解析した（図15A，B．C）。NA区におけるS期（スクロースll2、lmg／gFW：グルコース：L75

mg／g　FW；フルクトース：0．418mg／g　FW）、G2／M期（スクロース1596　mg／g　FW；グルコース：

O．570　mg／g　FW；フルクトース：0．0726　mg／g　FW）及びG1期（スクロース112．lmg／g　FW；グ

ルコース：L60　mg／g　FW；フルクトース：0．324　mg／g　FW）の細胞における細胞内可溶性糖の主

成分は、スクロースであった。また、全ての細胞周期の細胞における低温処理過程におい

ても、スクロース含量（S期0．25d：116　mg／g　FW；1d：IL8　mg／g　FW；2d：13．7mg／g　FW、　G2／M

期O，25　d：6．46　mg／g　FW；ld：542　mg／g　FW；2d：6．30mg／g　FW、　G1期O．25　d：11．3　mg／g　FW；　1

d：　11．5mg／gFW；2d：11．9　mg／g　FW）は、グルコース（S期0．25　d：L61　mg／g　FW；ld：1，51　mg／g

FW；2d：L60　mg！g　FW、　G2／M期O、25　d：0．650　mg／g　FW；ld：O．507　mg／g　FW；　2　d：0．808　mg／g

FW、　G1期O，25　d：L44皿g／g　FW；ld：1，19　mg／g　FW；2d：0．953　mg／g　FW）、及び、フルクトー

ス含量（S期0．25d：0．367　mg／g　FW；1d：O，336　mg／g　FW；2d：0、351mg／g　FW、　G2爪4期O．25　d：

0．112mg／g　FW；ld：0．126　mg／g　FW；　2　d：0．502　mg／g　FW、　Gl期0、25　d：0．294　mg／g　FW；1d：

0．290mg／g　FW；2d：0．307　mg／g　FW）より常に高かった。しかし、全ての細胞周期の細胞で、

低温処理によるスクロース、グルコース及びフルクトース含量の増大は観察されなかった。

従って、細胞周期に依存した低温処理による糖含量の増大は起こらないことが分かった。
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III・i3）異なった細胞周期における凍結耐性

　　これまでの結果から、S、　Gl期の細胞は低温処理により低温誘導性遺伝子が高発現する

こと（図11）、Gl期の細胞では、細胞内ABAが増大する傾向を示す（図12、13＞ことが

明らかになり、低温応答を示さないG2／M期の細胞に比べ低温処理による凍結耐性の増大が

起こる可能性が考えられる。そこで、異なった細胞周期の細胞（S、G2／M、　Gl期）の細胞

を用いて、低温処理前後における凍結耐性の測定を行った（図16・18）。その結果、2日間の

低温処理を行うことで、S及びGl期の細胞で凍結耐性が増大する傾向が観察された。　S期

の細胞では一9°Cの凍結温度においてNA区の細胞に比べCA2処理細胞で生存率が高かった

（NA：8．65％；CA2：47．3％、図16）。また、　GI期の細胞では一4°C、－5°Cの凍結温度において、

NA区の細胞に比べCA2処理の細胞で生存率が高くなる傾向を示した（図18）。－4°Cの凍結

温度では低温処理前後どちらの細胞も50％以上の生存率を示したが、NA区では55．9°／。であ

るのに対し、CA2処理区では90．0％と高い生存率であった。また、－5°CではNA区の細胞

は生存率が37．2％まで低下したが、CA2処理を行った細胞では62．0％と比較的高い生存率を

維持したeそれ以下の温度区では、低温処理前後どちらの細胞も生存率が50％以下となっ

たが、生存率は常にNA区の細胞（－6°C：12．3％；－7°C：15．9％）に比べCA2処理を行った細胞

（－6°C：35．3％；・7℃：37．9％）で高くなる傾向を示した。一方、G2／M期の細胞では解析した

全ての凍結温度区においてNA区の細胞（0℃：100％；－4°C：443％；－5°C：26．2％；　・6eC：3L8％；

－7℃：19．6°／・）とCA2処理の細胞（0℃：100％；－4°C：59．4％；－5°C：372％；－6°C：36．4％；－7℃1

32．1％）間で大きな生存率の違いは見られなかった。以上の結果から、S期及びG1期の細

胞で低温処理により凍結耐性が増大する傾向を示すことが分かった。
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rv，考察

IV－1）凍結耐性

　　シロイヌナズナT87懸濁培養細胞を用いて、誘導期、及び対数増殖期細胞の低温処理前

後における凍結耐性の変動について比較を行った（図3）。NA区の細胞では、－6℃におい

て、対数増殖期のLTsoが誘導期と比べ高くなる傾向が示された。しかし、　CA2処理をした

ところ、誘導期の細胞のみでLr50が・6°cから一8°cまで増大した。従って、誘導期の細胞だ

けが低温処理により凍結耐性が増大する能力を有することが明らかとなった。これまでの

研究において、植物培養細胞の成長段階がストレス耐性、あるいは、凍結保存効率に影響

を及ぼすという報告がなされている（Sugawara＆Sakai　I974、　Ishikawa　et　aL　2006）。　Sugawara

とsakaiの報告では、セイヨウカジカエデの培養細胞を凍結保存した場合の効率が、誘導期

において高くなることが示されている。一方、Ishikawaらの報告は、プロモグラスの培養細

胞におけるストレス耐性（凍結耐性、塩耐性及び熱耐性）、及び、凍結保存効率が、対数増

殖期の後期から定常期の初期において増大することを示している。

　　t・一・’・見すると、両報告は、異なった成長段階の細胞（つまり、誘導期と対数増殖期から定

常期）が高いストレス耐性を持つことを示しており、理解が難しいかもしれない。しかし、

細胞分裂の視点から見ると、凍結保存、あるいは、ストレス耐性能が増大する時期は、細

胞分裂の盛んな時であることが推測される。それはセイヨウカジカエデ培養細胞において、

誘導期の細胞（継代後5～8日目）は、細胞数、及び、有糸分裂率の増大が顕著に起こる時

期であることが示されており、その時期の細胞は細胞分裂が盛んに起こっていると考えら

れる（Henshavv　et　al．1966、　Wi也ers　l　978）。　SugawaraとSakaiの報告では、この時期の細胞

で凍結保存効率が最も良くなることから、セイヨウカジカエデ培養細胞においては細胞分

裂期の細胞が凍結保存に適していることが示唆される。実際に、Withersの報告は、細胞分

裂が盛んに起こっている時期と凍結保存能力が増大する時期の間に相関関係があることを

示している（Withers　l　978）。また、プロモグラス培養細胞では、継代後4から10日までは

細胞内の水分含量が変化しないにも関わらず、生重量が直線的に増大する（lshikawa　et　al．

2006）。この結果は、この時期の細胞における生重量の増大は、細胞分裂によるものが主で

あることを示唆している。細胞分裂が盛んであると考えられるこの時期でストレス耐性が

顕著に増大する傾向が示されており（lshikawa　et　al．　2006）、プロモグラス培養細胞における

凍結保存効率、あるいは、ストレス耐性も、細胞分裂期の細胞で高くなっていると考えら

れる。さらに、ナシの培養細胞においても細胞分裂と熱耐性の関係が示されている（Wu　et　aL

1984）。この報告では、上に示した報告とは異なり、有糸分裂率が高くなる時期において熱
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ストレスに対する感受性が高くなることを示している。しかし、培養過程における乾燥重

量の増大は有糸分裂が最も高くなる時期（継代後3日目）より後に（5日～9日目）見られ

ることから、この時期では吸水などによる細胞の膨張は起こっておらず、有糸分裂期以外

の間期の細胞であると考えられる。このことから、細胞分裂が進行している時期において

も、特定の時期の細胞がストレスに対し耐性を示すかもしれない。本研究においても、低

温処理による凍結耐性の増大は細胞分裂が盛んな誘導期の細胞でのみ観察された（図3，9）。

また、低温馴化による凍結耐性の増大も特定の細胞周期の細胞で起こることから、様々な

植物の培養細胞で観察されている成長段階に依存したストレス耐性の変動には、細胞分裂

（特に細胞周期）に関係する制御機構があるものと推測される。

IV・2）糖含量の変動

　　シロイヌナズナ培養細胞で観察された成長段階に依存した凍結耐性の増大が、どのよう

な低温馴化機構によるものであるかを明らかにするため、誘導期と対数増殖期の細胞を低

温処理したときの糖含量の変動について解析した（図4A，　B，　C）。全糖含量は、誘導期の細

胞のみにおいて、CAO，25処理で一過的に増大することが明らかとなった（図4A）。この変

動は、グルコースの変動と非常に相関していた（図4B）。シロイヌナズナ植物体を用いた研

究から、グルコースは様々な植物ホルモンのシグナル伝達を制御していることが分かって

いる（Arenas－Huertero　et　al．2000、　Yanagisawa　et　aL　2003）。例えば、グルコース非感受性突

然変異体gin6では、　ABAシグナルの制御因子であるABI4の発現が見られなくなる

（Arenas－Huertero　et　al．　2000）。また、グルコースは、エチレンシグナルの重要な制御因子で

あるEIN3の分解を促進することで、エチレンシグナルを負に制御していることが明らかと

なっている（Yanagisawa　et　aL　2003）。　ABAやエチレンシグナルは、凍結を含む多様な非生

物的ストレス耐性の増大に重要であることが知られており（Lang　et　al．　1994、　Mantyla　et　aL

l995、Tamrninen　et　al．　2001、Zhang　et　al．　2005、Lee　et　al．2007、Tang　et　al．　2007、　Wu　et　aL　2007）、

本研究で示された低温処理過程における一過的なグルコース含量の増大は、これらの植物

ホルモン調節によるストレス耐性の増強に寄与しているのかもしれない。

　一方、誘導期の細胞におけるスクロースは、低温処理期間を通して常に高い含量を維持

していた（図4B）。シロイヌナズナ植物体では、スクロー一スは凍結脱水による細胞膜と葉緑

体膜との融合を防ぐことにより、凍結傷害の緩和に寄与していることが示唆されている

（Uemura　＆　Steponkus　2003）。また、その効果は本研究で解析した他の糖（グルコース及び

フルクトース）より高いことも分かっており、低温処理過程で誘導期の細胞におけるスク

ロース含量が他の糖より多く蓄積していることは、凍結耐性の増大に重要な変化であると
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考えられる。

　本研究で行ったマイクロアレイ解析で、誘導期の細胞を低温処理した場合だけに発現誘

導される遺伝子の中に糖のトランスポーター（Atlgl9450．1、　At4939390．1）を見出した俵

2）。この遺伝子にコードされるトランスポーターが培地中の糖の取り込みに関与している

とすれば、誘導期の細胞は対数増殖期の細胞に比べ糖の取り込み活性が高くなっているこ

とも考えられ、このことが誘導期の細胞だけに見られる凍結耐性の増大に寄与している可

能性がある。また、両者の細胞が有する糖の取り込み活性に違いがないとすれば、高スク

ロース培地で対数増殖期まで培養した細胞で凍結耐性の増大が観察されなかった原因は細

胞の形態的な違いに起因するのかもしれない。対数増殖期の細胞では、細胞分裂の頻度が

誘導期の細胞に比べ低くなる（図9）。その一方で、生重量は増大していることから（図2）、

対数増殖期の細胞では、細胞の膨張と伸張により湿重量が増大しているものと考えられる。

細胞の膨張・伸張の時期では液胞が肥大する（Dolan＆Davies　2004）ことから、細胞中にお

ける細胞質の占める割合が小さくなり、細胞質に存在するスクロースによる細胞膜と細胞

小器官の間で起こる膜融合の緩和に対する効果が、細胞質の割合が大きい誘導期の細胞に

比べ小さくなることも推測される。また、液胞の肥大化は葉緑体やミトコンドリアなどの

細胞小器官を細胞膜近傍に押しやり、その結果として、細胞小器官は可動性を失うかもし

れない。可動性を失った細胞小器官は細胞膜近傍に“固定”されることになり、凍結脱水

による細胞膜との膜融合が起こりやすくなることも考えられる。これらのことが対数増殖

期の細胞においてスクn・一一ス添加による耐性増大が起こらない原因になっているかもしれ

ない。

　　さらに、本解析では低温処理過程におけるフルクトース含量は、誘導期、対数増殖期ど

ちらの細胞においても増大することは観察されなかった（図4B，　C）。この原因は不明であ

るが、本細胞における凍結耐性の増大にはフルクトースは関与していない可能性が考えら

れる。

IV－3）糖添加による凍結耐性

　本細胞のNA区において対数増殖期の細胞は誘導期の細胞に比べ細胞内の糖含量が少な

いことが分かっている（図4）。低温処理による凍結耐性の増大が起こる誘導期の細胞では、

これまで示したように凍結耐性を増大させるために重要と考えられる様々な生理的及び分

子生物学的変化が起こっている。これらの変化にはエネルギーの消費が起こると考えられ

る。従って、NA区の糖含量が対数増殖期の細胞において誘導期の細胞よりも少なくなって
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いることが（図4）、低温処理によるこれらの変化を制限してしまい、凍結耐性が増大しな

い原因であるとも考えられる。そこで、培地中のスクロース含量を通常（1．5°／。）の2倍量

（3％）にして、対数増殖期まで培養した細胞の低温処理による凍結耐性を評価した（図5）。

　解析の結果、糖を増加した培地で対数増殖期まで培養した細胞においても低温処理によ

る凍結耐性の増大は観察されなかった（図5）。培地中に添加した糖が実際に細胞内に取り

込まれているかは不明であるが、これまでの報告で、培地中の糖含量を増大させることで

細胞内の糖含量も増大することが示されている（Jitsuyama　et　al．2002、　Tabaei－Aghdaei　et　aL

2003）。Jitsuyamaらは、アスパラガスの培養細胞を高スクロース培地で培養した場合、細胞

内の糖含量も増大しその結果、凍結耐性が増大することを明らかにしている。従って、本

解析においても高スクロース培地で数増殖期まで培養した細胞では細胞内糖含量が増大し

ている可能性が高い。つまり、対数増殖期の細胞が低温処理により凍結耐性が増大しない

原因は、低温応答に必要なエネルギーが不足しているためではなく、凍結耐性を増大させ

る機構そのものに欠損があることが示唆される。

IV－4）ABA含量の変動

　　ABA含量もまた、低温処理過程において誘導期の細胞のみで増大する傾向が確認され

た（図6）eシロイヌナズナ植物体を用いた研究においても、低温馴化により細胞内のABA

含量が増大することが知られている（Lang　et　al．1994）。しかし、シロイヌナズナ植物体に

おける低温馴化で誘導される細胞内ABA含量の増大は一過的であるのに対し、本解析では

培養細胞におけるABA変動はCA2処理まで緩やかに増大する傾向を示した。植物体では、

ABAが維管束系を通して様々な器官へと輸送されることにより植物全身ヘストレスシグナ

ルが伝達されると考えられている（Jackson　l　993、　Wilkinson＆Davies　2002、　Christmann　et　aL

2005）。植物体とは違って、異なったタイプの細胞・組織・器官間の相互作用を持たない培

養細胞の場合、植物体では他所へ輸送されるはずのABAが輸送されず、低温処理過程で合

成場所である各細胞内に蓄積したのかもしれない。

　　また、本研究で行ったマイクロアレイ実験の結果によると、ABA合成に関わる酵素遺

伝子の一つであるABAノ（At5967030．1）が、誘導期の細胞では低温処理2日まで恒常的に誘

導されるのに対し、対数増殖期の細胞では低温処理1日のみでしか誘導されていなかった

（ArrayExpress；　accession　number：E－MEXP・1347）。，4BA　1は、合成されたABAにより正のフ

ィードバックを受けることでABA合成を活性化することが知られており（Barrero　et　al．

2006）、対数増殖期の細胞でABA　1の発現が維持されないのは、誘導期の細胞と比べ、　ABA
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合成経路に何らかの欠損がある可能性が示唆される。このことが、対数増殖期の細胞で低

温によるABA合成が起こらない原因となっていることも考えられる。

　　さらに、対数増殖期の細胞は、ABA合成能力だけでなく、凍結耐性を増大させるため

に必要なABAシグナル伝達を欠いている可能性も示唆される。誘導期の細胞では、シロイ

ヌナズナ植物体と同様、細胞外からのABA処理により凍結耐性が増大する（高橋2006）。

しかし、対数増殖期の細胞では、培地中にABAを添加しても、凍結而雌は未処理と同程度

であった（高橋2006）。細胞外へ添加したABAは、細胞膜上、あるいは、細胞質内にある

レセプターにより認識され、下流にシグナルが伝達されて様々な生理現象が活性化される

（Raze［n・et・aL　2006、　Shen　et　al．　2006、　Gri11＆Christma㎜2007）。細胞外に添加されたABAが

細胞内に取り込まれているか否か、あるいは、どのようにしてABAシグナルが認識されて

いるかについては不明なところも多いが、細胞膜上のABAレセプターを欠損したシロイヌ

ナズナ植物体においてABA応答が完全に消失しないこと（Grill＆Christmann　2007）を考え

ると、細胞内にABAが取り込まれ、細胞質のレセプターと反応している可飽性が高い。本

培養細胞においては、ABA添加処理による細胞内ABAの蓄積が、誘導期、及び対数増殖期

の両方の細胞で観察されていること（高橋2006）を考え合わせると、対数増殖期の細胞で

は細胞内ABAレセプターの機能が失われているため、細胞内にABAが蓄積しても凍結耐

性の増大が起こらないことも考えられる。

IV－5）低温誘導性遺伝子の発現変動

　　本研究で解析した低温誘導性遺伝子（CB，F31DREBiA、　COR　15a、　RD29A）の発現は、低

温処理により誘導期、及び対数増殖期ともに誘導されることが分かった（図7）。しかし、

対数増殖期に比べて誘導期の細胞で、その誘導強度は強く、発現時間は長くなる傾向が観

察された。CBF3／DIU1IBIA遺伝子は、誘導期ではCAO．25からCA　l処理にかけ発現が確認さ

れたが、対数増殖期の細胞ではCA1処理のみでしか検出されなかった（図7）。CBF3／DREBIA

は、シロイヌナズナ植物体を低温馴化した場合にも誘導され、さらに、CBF3／DRII　BIA過剰

発現形質転換体を用いた解析により凍結耐性の増大に重要な働きをすることが分かってい

る（Gilmour　et　aL　2000、　Yamaguchi－Shinozaki＆Shinozaki　2001）。誘導期の細胞では、

CBF3／DREBIAが低温処理初期に発現することによって、下流にある標的遺伝子の転写産物

が蓄積し、その結果、凍結耐性の増大に寄与している可能性が考えられる。実際に、

CBF3iのRE］BIAの発現誘導と相関して、その下流標的遺伝子であるCOR15a及びRD29Aの

発現も、CAO．25処理では対数増殖期に比べ誘導期の細胞で高発現していることが示されて

いる（図7）。また、誘導期の細胞においては、COR　15a及びRD29Aの発現がCA　I及びCA2
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処理で同程度発現しているのに対し、対数増殖期の細胞ではCAI処理に比べCA2処理でそ

の発現が減衰する傾向が確認された（図7）。シロイヌナズナ植物体においては、COR　15a

及びRD29A遺伝子はCAO、25処理で発現し、　CA2処理までその発現が維持されることが分

かっている（lshitani　et　aL　1998）。以上の結果は、対数増殖期の細胞で低温処理により凍結

耐性が増大しない原因の一つに、これらの低温誘導性遺伝子の発現・蓄積機構が、植物体

や誘導期の細胞と比べて弱くなっていることを示しているのかもしれない。

IV－6）44kオリゴアレイ

　以上で述べたように、低温処理を行った場合、誘導期の細胞で対数増殖期の細胞に比べ

低温誘導性遺伝子（CBF3／DREBiA、　CORIsa、　RD29A）が高発現していることから、低温に

対する感受性が誘導期細胞で高くなっている可能性が考えられる。しかし、これらの低温

誘導性遺伝子は、対数増殖期の細胞においても低温処理による発現誘導が見られることか

ら、発現量の違いだけで誘導期と対数増殖期の細胞における低温応答性の違いを説明する

ことはできない。さらに、今回調べられた三つの低温誘導性遺伝子以外に、低温処理過程

で誘導期の細胞のみで発現が変動する遺伝子、すなわち、遺伝子発現のシステムとしての

質的変動が誘導期の細胞のみで見られる凍結耐性の増大に寄与している可能性が考えられ

る。

　　そこで、44kオリゴアレイを用いて誘導期の細胞のみで低温条件下で変動する遺伝子を

網羅的に解析した（図8、表1－6）。低温処理によって凍結耐性が増大する誘導期の細胞にお

いて、低温誘導（≧2倍）される遺伝子は1，607個、低温抑制（≦0．5倍）される遺伝子は1，625

個存在し、誘導、抑制どちらも同程度変動することが分かった（図8）。また、誘導期細胞

における凍結耐性がCA2処理で増大することから、凍結耐性増大に重要な遺伝子は少なく

ともCA2処理以前に発現が変動し、翻訳産物であるタンパク質の蓄積が起こっていると考

えられる。すなわち、CAI、及び、　CA2の両処理で誘導あるいは抑制される遺伝子、及び、

CA1処理のみで誘導あるいは抑制される遺伝子群が、誘導期の細胞における低温処理後に

見られる凍結耐性増大に寄与しているものと考えられる。また、凍結耐性は誘導期の細胞

のみで観察されるため、これらの遺伝子群のうち、誘導期の細胞でのみ低温処理によって

変動する遺伝子群が本細胞の凍結耐性増大に質的な寄与をしているものと考えられる。こ

のような基準で低温処理によって発現が変動する遺伝子群を見直したところ、先に述べた

低温応答性遺伝子群の中には、限られた数の遺伝子しか存在しないことが明らかになった

（CA　1とCA2処理の両方で誘導：2．7％；CA　1処理でのみ誘導：0．68％；CA　1とCA2処理の

両方で抑制：L6％；CA1処理でのみ抑制：0．49％、表1－4）。
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　低温処理過程で恒常的に誘導された遺伝子群には、signal　transduction関連遺伝子や

transcription　factorといったシグナル伝達の上流で機能する遺伝子が多く見られた。　Signal

ransduction関連遺伝子の一つにleucin－ri砧佗ρeα’血m吻ρmrem（Atsg12940、1）が存在してい

た。Leucin－rich　nepear　family　proteinは、乾燥、　ABA及び病原菌応答といった多様なストレス

シグナルに関与していることが知られている（Chiniθ’aL　2004、　Osakabe　et　al．2005、

Shanmugam　2005）。また、本解析で見出されたtranscription　factorの中に、　ethylene　reSponstve

element　binding　facior（，ERIi－、　Atsg61600．1）があった。以前の報告では、　ERFの発現は、低

温、ABA、乾燥、あるいは、塩といった様々な非生物的なストレスによって誘導され、こ

の因子がDRI1r／CR　Tシスエレメントに結合することでストレス耐性を付与することが示唆さ

れている（Zhang　et　aL　2005、　Lee　et　aL　2007、　Wu　et　al．　2007）。これらのことは、誘導期の細

胞では、ストレス耐性を付与するために必要なシグナル伝達経路が活性化されていること

を示唆しているのかもしれない。さらに、興味深いことに、いくつかのprote孟n　fate関連遺

伝子が誘導期のみで低温誘導されていた。これらの遺伝子の誘導は、低温馴化過程におけ

る細胞の再構成に関与しているのかもしれない。実際に、以前の報告の中で、ユビキチン

E3リガーゼであるSIZ　1がICE1（inducer　of　CBF／DREBI　expression）のスモイル化を介して、

低温馴化による凍結耐性の増大に影響していることが分かっている（Miura・et・al．　2007）。　siz1

突然変異体では、（rBF／DREBノ転写因子やその下流にある標的遺伝子（COR／5aやCOR47）

の発現が減衰し、その結果、野生型と比べ凍結耐性が低下する。このように、低温馴化過

程では、タンパク質の修飾等により低温環境に順応するための細胞の再構成がなされてい

ると考えられる。従って、本研究で得られた結果は、誘導期の細胞は、対数増殖期の細胞

に比べ、低温に順応するための細胞の再構成が盛んに行われている可能性を示唆している。

　　以前の報告で、Hannahらは、シロイヌナズナ近縁種間における低温馴化による凍結耐

性の増大能力の違いに関わる重要な機能変化をマイクロアレイで得られた低温馴化過程で

変動する遺伝子群を基にFisher　exact　testsを用いて明らかにした（Hannah　et　al．　2006）。そこ

で、本研究においても、誘導期と対数増殖期の細胞間の低温処理過程で、シグナル伝達や

細胞の再構成に関する遺伝子発現に変化が起こっているかについて、Fisher　exact　testsを用

いて検証した。その解析は、CAI処理で誘導される遺伝子を総計とし、その中から誘導期

あるいは対数増殖期の細胞のみで誘導される遺伝子数を抽出した後、誘導期でのみ誘導さ

れるシグナル伝達に関わる遺伝子（signal　transduction関連遺伝子＋transcription　factor）、及

び、細胞の再構成に関わる遺伝子（protein　fate関連遺伝子）が対数増殖期に比べ有意に多く

なっているかについて調べた。その結果、シグナル伝達に関わる遺伝子数（P＜0．05）、及び、

細胞の再構i成に関わる遺伝子数（P〈O．05）は、誘導期で有意に多くなっていることが分かっ

た。このことからも、誘導期の細胞では、低温処理により、低温シグナル伝達、及び、細
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胞の再構成が活性化されることで凍結耐性を増大させている可能性が強く示唆された。

　低温処理を1目行った場合に限り、誘導期の細胞のみで誘導される遺伝子群の中に

transporter関連遣伝子（3個）が比較的多く見出された（表2）。三つのtransporter関連遺伝

子のうち、2個がsugar、及び、　sugar－phosphate　transporter　family　proteinであった。これら2

個の遺伝子が誘導期の細胞でのみ低温処理によって誘導されることは、誘導期の細胞での

み観察された低温処理に応答した可溶性糖の増大（図4）と関連しているのかもしれない。

シロイヌナズナ植物体で知られているように、低温下で起こる可溶性糖の蓄積が低温馴化

の一要因であること（LeVitt　1980、　Wanner＆Junttila　1999、　Gilmour　et　al，　2000）を考えると、

これらのtransporter関連遺伝子は細胞内への糖の取り込み（蓄積）に関与し、その結果とし

て、誘導期の細胞でのみ見られる低温処理による凍結耐性の増大という現象に寄与してい

ることも考えられる。

　　さらに、1個と数は少ないが、cell　rescue　and　defense関連遺伝子のearly・－responsive　to

dehydration　stress　4（ERD4、　At　l　g32090．1）　が誘導期のみで低温により誘導されていた（表

2）。多くの㎜允〃1砂遺伝子の機能については未だ不明であるが、近年、ERD15がABA

シグナルの負の制御因子であることが明らかとなった（Kariola　et　al．2006）。この報告は、

ERD15を過乗1」発現したシロイヌナズナ植物体でABAに対する感受性が減少し、乾燥や凍結

ストレス耐性が低下することを明らかにしている。EDR15は凍結耐性に対して負に機能し

ているが、機能未知である多くのERD　family遺伝子がストレスシグナル伝達、及び、スト

レス耐性獲得に関与していることが考えられ、本研究で見出されたERD4も誘導期の細胞に

おけるストレス応答、及び、耐性付与に関与している可能性が推測される。

　誘導期の細胞のみで低温処理によって恒常的に抑制される遺伝子の中には、　transcription

factorが6個と最も多く存在していた（表3）。その中の一つにscarecrow－like　transcription　factor

（SCLII、　Atsg59460．1）があった。　SCLは、根の内皮や皮層細胞形成の不等分裂に関与する

ことが知られている（WiEdwater　et　al．　2005、　Dello　Ioio　et　al．　2007、　Welch　et　aL　2007）。また、

その作用機構は、SCRがKIP－relatedproteins（lk・IPs）の抑制、あるいは、　cyclin　D3（CYCD3）

を誘導することにより、R．ETINOBLASTOMA・・RELATED（RBR）経路の抑制を引き起こし、

細胞周期を進行させることによると考えられている（Wildwater　et　al．2005、　Dello　loio　et　al．

2007、Welch　et　aL　2007）。このような機能を有する遺伝子ファミリーの一一っが誘導期の細胞

で低温により抑制されることは、細胞周期のGl期からS期にかけての進行が低温処理過程

で遅延することを示しているのかもしれない。実際に、トウモロコシやヒマワリでは、低

温処理により細胞周期のG1期からS期へ、あるいは、　G2期からM期への進行が遅延する
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ことが明らかとなっている（Tardieu＆Granier　2000、　R＞，men　et　aL　2007）。低温環境に曝され

た植物では、活性酸素が発生し細胞の生理機能の低下を引き起こすだけでなく（Prasad　et　al，

1994、O’Kane　et　aL　l　996、　Zh皿et・al．　2007）、DNAの損傷も引き起こされる（Breen＆Murphy

l995、　Molinier　et　al．　2004、　Pitzschlce　et　aL　2006）。誘導期の細胞は細胞周期の進行が盛んに行

われているため（図9）、低温で発生した活性酸素によって引き起こされるかもしれないDNA

の損傷と異常DNAの複製を細胞周期の調節によって未然に回避している可能性が考えられ

る。

　低温処理1日のみで抑制される遺伝子は4個あったが（表4）、それらに目立って強く抑

制されているものはなく、また、それぞれの遺伝子に関して詳細な機能やストレス応答と

の関係が明らかとなっているものはなかった。ここで得られた遺伝子は誘導期の細胞のみ

で低温処理によって変動するため、低温馴化機構に何らかの機能を持っているものである

と考えられるが、その詳細についてはさらなる研究が必要である。

　　本研究から、誘導期の細胞は、シロイヌナズナ植物体と類似した低温馴化機構を有する

ことが示され、凍結耐性を増大させるために必要な変化を誘導期の細胞も有していること

が考えられた（図3，4，6，7）。このことから、誘導期の細胞のみで低温によって変動する遺

伝子群の中で、シロイヌナズナ植物体においても同様に低温によって変動する遺伝子は、

植物の低温馴化機構に重要な機能を持っていることが推測される。そこで、誘導期の細胞

のみで低温変動する遺伝子がシロイヌナズナ植物体の低温処理過程でも同様の変動を示す

かどうかについて、公開されている三つのシロイヌナズナ植物体の遺伝子発現データベー

ス（htt／／cold　sta㎡ord　edu／c　i－bin／data　c　i、

htt：〃rar　e．　sc．riken．　o．i／microarrav／microarrav　ex　ene．1及び

htt：〃tabacum．a．na　o　a・u．ac．“／dart／ma　ex　ressio皿．　h）を用いて、本研究で得られた結果と

比較した（表5，6）。その結果、誘導期の細胞を低温処理した場合に誘導された遺伝子では

54個中34個の遺伝子、抑制された遺伝子では34個の遺伝子中15個がシロイヌナズナ植物

体においても共通して低温によって誘導、あるいは、抑制されていることがわかった。特

に、低温で誘導されるtranscription　factor及びprotein　fate関連遺伝子全てが植物体でも共通

に低温で誘導されることが明らかとなった。また、多くのsignal　transduction関連遺伝子、

transporter関連遺伝子、　metabolism関連遺伝子、及び、　cell　rescue＆defense関連遺伝子も、

植物体で低温によって誘導されていた。抑制された遣伝子では、全てのtransporter関連遺伝

子、protein　fate関連遺伝子、及び、　translation関連遺伝子が植物体で共通して抑制されてい

た。誘導期の細胞で活性化されているシグナル伝達経路（signal　transduction関連遺伝子、及

び、transcription　factor）と細胞の再構成（protein　fate関連遺伝子）が、植物体においても大
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部分が共通して低温によって誘導されていることを考えると、誘導期の細胞と植物体での

低温馴化機構は基本的に共通の経路を有していることが示唆される。一方で、いくつかの

遺伝子に関しては、植物体では低温変動しないことが示されている。これらの遺伝子の中

には、Ras－related　GTP－bindi’ng　protein、及び、　scarecrou・－like　transcripttonfactor（SCL　11）のよ

うな細胞周期に関わる遺伝子が見られた（Wildsvater　et　aL　2005、　Chambard　et　aL　2007、　Dello

Ioio　et　aL　2007、　welch　et　al．　2007）。誘導期の多くの細胞では細胞周期の進行が盛んな状態で

あると考えられるため、特定の部分でしか細胞分裂していない植物体に比べて、低温が細

胞周期に与える影響が顕著に現れた可能性が考えられる。しかし、これらの変化は、複雑

な相互作用を有する植物体を用いた場合には微小で検出できない細胞レベルにおける重要

な変化であるのかもしれない。実際に、本研究で得られた結果は、各細胞周期（S、G2／M、

及び、Gl期）で低温シグナル伝達の感受性が異なっていることを示唆している（図11，12，13）。

IV－7）培養過程における細胞周期の変動

　　細菌類や動物細胞の対数増殖期では、世代時間に対応して細胞分裂を繰り返すことによ

り増殖する。本細胞においても、対数増殖期の細胞で細胞分裂が盛んに行われている可能

性が示された。また、細胞分裂頻度の違いが、本細胞の誘導期と対数増殖期における低温

応答機構の違いと関係しているのかもしれない。そこで、各細胞周期に発現する特異的な

遺伝子に対するプライマーを用いた半定量的RT－PCR法及び有糸分裂率の測定法により、培

養過程における細胞周期の変動を解析した（図9A，　B）。細胞周期の進行は、誘導期（継代

後IO日まで）において対数増殖期（継代後11～14日）より盛んであることが示された。特

に、継代後2日から6日の細胞において、各細胞周期に特異的な遣伝子が高発現している

とともに、有糸分裂率も高くなっていた。しかし、今まで述べられてきた実験に実際に用

いた細胞について見ると、誘導期の細胞（継代後8日目）では対数増殖期の細胞（継代後

12日）に比べ、Gl期の遺伝子発現は高くなっていたものの、　S、　G2、　M及びG1期の遺伝

子発現に目立った違いは見られなかった。有糸分裂率は、8日目の細胞において12日目の

細胞より高くなっている（8日目：L24％、12日目：O．51％）ことを考えると、　M期のマー

カーとして用いた遺伝子が有糸分裂以外にも、別の機能を有し、対数増殖期の細胞でこの

現象が活性化しているため、対数増殖期の細胞でもM期のマーカー遺伝子が高発現したも

のと考えられる。M期のマーカーとして用いたα）・KB2：2はG2期からM期にかけて発現す

る遺伝子であり、M期への進行に重要であると考えられている（HuntlCy＆Mimray　1999、

Mironov　et　al．1999）。しかし、シロイヌナズナ植物体を用いた研究から、　CDKB遺伝子の一…一

つであるCDC2bは細胞周期の進行ではなく、胚軸や子葉細胞の伸張や発達に関わっている

ことが知られている（Yoshizumi　et　aL　1999）。α）KB2：2が細胞伸張にも関わっているかは不

42



明であるが、対数増殖期の本細胞では、M期以外の細胞周期マーカー遺伝子の発現が抵い

こと、及び、有糸分裂を起こしている細胞の割合が低頻度であることを考え合わせると、

CDI〈）B2：2の遺伝子発現が対数増殖期の細胞においても比較的高いのは、　CD1（B2：2細胞の膨

張あるいは伸張期に機能している可能性が考えられた。

IV－8）細胞周期の同調化

　　細胞周期を同調することを試みた結果、アフィディコリン処理から解放して3、21、及

び、30時間後にS、G2／M、及び、　Gl期の細胞が多くなることが明らかとなった（図10）。

有糸分裂率もM期のマーカー遺伝子が高発現している時間帯に高くなったeこの結果は、

MengesとM田Tayにより報告されたものと一致していた（Menges＆Murray　2002）。これま

で植物の細胞周期に関する研究の多くは、同調率の高さからタバコBY－2細胞を用いて行わ

れている（Nagata　et　al．1992、　Samuels　et　ai．1998、　Kumagai－Sano　et　aL　2006）。　BY－2細胞の同

調率は、アフィディコリン処理で同調化を行った時において約70％の有糸分裂率が観察さ

れ、非常に高いことがわかる。また、他の植物種から誘導された培養細胞においても細胞

周期の同調化が試みられており、いずれも、比較的高い同調化に成功している（Dolezel　et　al．

1999、Planchais　et　al．　2000）。シロイヌナズナの培養細胞においてもアフィディコリンを用い

て細胞周期の同調化に成功している（Menges＆Murray　2002）が、その同調率は他の植物種

と比べると極めて低く、例えば、MMI及びMM2dラインを用いた研究では、同調化処理後

でも約12％の有糸分裂率しか観察できていない。本研究で得られた同調化後の有糸分裂率

（6．3％）は、他の植物種やシロイヌナズナ懸濁培養細胞の異なったライン（MMl及びMM2d）

よりも低かった。同調化効率を上げることに関しては今後の課題ではあるが、本細胞の培

養過程において最も分裂が盛んになる継代後6日目の細胞における有糸分裂率は2．6e／，であ

り（図9）、アフィディ1リンによる同調化後にこの値の2倍以上の細胞が分裂期に見られ

たことを考えると、本細胞の同調化系は誘導期の細胞で観察された低温応答の評価材料と

して十分有用であると考えられる。

IV－9）異なった細胞周期における低温誘導性遣伝子の発現

　　異なった細胞周期に同調化した細胞を用いて、低温処理前後における低温誘導性遺伝子

（CBF3／DREBIA、　COR15a、．RD29A）の発現を比較した（図11）。その結果、　CB，F］31DREBIA

及びRD29Aの発現が、　S及びG1期の細胞においてG2／M期の細胞よりも高くなることが分

かった。シロイヌナズナ植物体においては、CBF3／DREBIAの発現はsrz1によるICEタン

パク質のスモイル化により正に制御されていることが知られている（Miura　et　aL　2007）。し
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かし、SIZ1の発現は低温処理によって変動しないことから、転写後あるいは翻訳後制御が

行われていると考えられている。本研究においては、CBF3．’DREBiAの発現は、　S、及び、

G1期の特定の細胞を低温処理した時に高発現していた。これは、　S、及び、　Gl期において、

低温下で起こるSIZIによるICEIのスモイル化が活性化しているためと推測される。…方、

COR15aはCBF3／DRE　BIAの下流にある標的遺伝子であるにも関わらず、その発現はS期の

みで高くなっていた（図ll）。これは、　Gl期において遺伝子発現と相関した翻訳が行われ

ておらず、CBF3／DREB　IAタンパク質の合成がS期に比べ少なくなっているためとも考えら

れるが、もう一つの下流標的遺伝子であるRD29Aの発現はG玉期でも高くなっていること

を考慮すると別の理由があるのかもしれない。考えられる原因の一つとして、CORIsa自身

のスプライシングがGl期において十分に行われていないことが挙げられる。シロイヌナズ

ナ植物体では、COR／5aは低温馴化過程でスプライシングファクターであるSTABILIZED　1

（STAI）を介してスプライシングを受けることが分かっている（Lee・et・al．　2006）。本研究で

用いたCORI5aのプライマーは成熟mRNAのみを認識するため、スプライシングが完了し

ていない未成熟なmRNAは認識されない。　S期に比べGl期の細胞では、クロマチン構造が

凝縮している状態であると考えられるため、STAノの発現はS期に比べGl期で抑制される

傾向になり、その結果としてG1期でCOR　1Saの発現が低くなっているのかもしれない。

IV－10）異なった細胞周期におけるABA含量

　　異なった細胞周期の細胞を用いて低温処理過程におけるABA含量の変動について解析

した（図12，13）。その結果、G1期のCAI処理においてABA含量が増大する傾向が示され

た。これまでの報告から、G1期の細胞は他の周期の細胞に比べ、ストレスに対する適応能

力が高くなることが示唆されている（Withers　1978、　Kadota　et　aL　2005）。　Kadotaらの報告で

は、細胞周期を同調化させたタバコのBY二2細胞を用いて、各周期の細胞に過酸化処理を行

うと、G1期の細胞において膜電位依存型カルシウムチャネルTPCノの発現が他の周期と比

べ高発現することを示した。また、G1期の細胞ではTPC　1を介して、細胞内カルシウム濃．

度の増大率が他の周期の細胞と比べ高くなるとともに、抗酸化酵素遣伝子の発現も高くな

ることを示している。TPCIを介したカルシウムの流入は低温によっても起こることが知ら

れており（Lin　et　aL　2005）、低温による細胞質カルシウム濃度の増大がGl期の細胞で高く

なっている可能性が考えられる。さらに、カルシウムシグナルとABAシグナルの間にはク

ロストークが存在すると考えられている（Allen　et　al．　1999、　Kim・et・aL　2003、　Zhu　et　ai．　2ee7）。

例えば、孔辺細胞にABAを添加すると細胞質カルシウム濃度が増大する（Nlefi　et　al，　1999）

ことやカルシウムシグナルに重要な因子であるCtUttf　domain－cθntainlng　protegn廊斑e　4、　ii

（CDPKI4、11）、　CBL．interacting　protein　kinase　3（CLPKS）を欠損した突然変異体ではABA
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応答性遺伝子の発現が野生型に比べ減衰することが知られている（Kim　et　aL　2003、Zhu　et　al．

2007）。本細胞においてGI期の細胞で低温処理によりABA含量が増大したのは、低温によ

るカルシウムの選択的な流入によりABAの合成が活性化されたためかもしれない。また、

S期の細胞のNA区でABA含量が他の周期の細胞と比べ高くなったのは、アフィディコリ

ン除去後、新培地に再懸濁したことが原因であるかもしれない。実際に、再懸濁直後の細

胞のABA含量は同調化に用いた定常期の細胞におけるABA含量よりも高くなることが分

かっている（定常期：14．8mg／g　FW；再懸濁直後：205　mg／g　FW、データは示していない）。再

懸濁によりABA含量が増大する原因は、糖含量が豊富に存在する新培地に再懸濁すること

による浸透ストレスを介したABA合成系の活性化によるものであるかもしれない。実際、

浸透ストレスはABA合成系の遺伝子を誘導し、その結果としてABA含量を増大させる

（Xiong　et　al，2002）。

IV－11）異なった細胞周期における糖含量

　異なった細胞周期に同調化した細胞を低温処理した場合の細胞内可溶性糖含量の変動

について解析した（図14，15）eその結果、NA区においては、　G2／M期の細胞はS期あるい

はG1期の細胞に比べ細胞内糖含量が少なかった。本細胞の細胞周期の同調化は、定常期の

細胞を用いて、アフィディコリンにより細胞周期を停止させた後、新しい培地に再懸濁す

ることで行っている。つまり、細胞内の糖含量が非常に低い細胞（佐々木2005）をスクロ

ース含量が豊富な培地（すなわち、新鮮なJPL培地）に懸濁している状態となる。このこ

とから、新たな培地に再懸濁された細胞では、積極的に培地中の糖を細胞内に取り込む応

答が起こると考えられる。しかし、クロマチン構造が凝集した状態にあるM期の細胞では、

細胞内への糖を取り込むために必要なトランスポーターの遺伝子発現が抑制されているも

のと考えられる。さらに、M期への進行はエネルギーの要求が特に高いと考えられており

（西1979）、Gl／S期の細胞で取り込まれた細胞内の糖はM期の進行に際し、消費されると

考えられる。このことにより、G2！M期の細胞では糖含量が低くなっているのかもしれない。．

　　また、本解析では、全ての細胞周期において、低温処理による細胞内糖含量の増大は観

察されなかった（図14，15）。これは、細胞周期が低温誘導性の糖含量増大に関与していな

い可能性を示唆しているのかもしれない。しかし、上述したように、低温処理による細胞

内ABA含量の増大は細胞周期に依存している（図12，13）。以前の報告で、　ABAは細胞内

糖含量を増大させることが分かっている（Sharma　et　al，2004、　Nagao　et　al．2005）。ツバキや

コケでは、細胞外へのABAの添加はデンプンの分解を引き起こし、細胞内糖含量の増大を

引き起こす。これらのことから、本細胞においても、細胞周期に依存したABA含量の増大
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により細胞内糖含量の増大が起こるものと考えられる。本解析においてこの相関関係が観

察されない原因は、少なくとも以下の二つが考えられた。一つ目は、前述したように、細

胞周期を同調化させるためにアフィディコリン処理をした細胞は、糖含量の豊富な新鮮培

地に再懸濁される。これにより細胞内へ培地中の糖が取り込まれ、結果として細胞内糖含

量が高くなると考えられる。この細胞内の糖含量増大が、低温処理過程における細胞内の

糖含量増大の可視化を困難にしているかもしれない。二つ目は、本細胞の同調率は63％で

あり、それ以外の細胞の多くは定常期の特徴を有したままであると考えられる。つまり、

低温処理により起こる細胞周期依存的な変化は、全体の細胞数の中では低い割合を占めて

いるにすぎない。ABAの定量はELISA法、つまり、抗原抗体反応を用いて行っており、全

体の細胞数のうち低割合である特定の細胞周期で起こるABA含量の増大に対しても感度よ

く検出できると考えられる。一方で、糖含量の測定では少数の特定細胞周期で起こる糖含

量の増大が全体の糖含量の中では微量な変化となってしまい、目立った増大が観察されな

かったのかもしれない。以上のような原因で、低温処理によってABA含量の増大が起こっ

ても、それによって引き起こされると考えられる糖含量の増大が検出されないことも考え

られる。さらに詳細な研究が必要である。

rV」12）異なった細胞周期における凍結耐性

　　これまでの解析から、Gl期とS期の細胞は低温に応答して、低温誘導性遺伝子が高発

現することが分かっている（図11）。さらに、低温に応答した細胞内ABA含量の増大はGl

期の細胞で起こる傾向が示されている（図12，13）。つまり、S期及びGl期の細胞は、　G2／M

期の細胞に比べ、低温処理に応答し、凍結耐性が増大する可能性が考えられるeそこで、

低温処理前後における異なった細胞周期の細胞の凍結耐性を再成長法により評価した。そ

の結果、S期及びG1期の細胞においてCA2処理を行うことにより凍結耐性が増大する傾向

が観察された（図16－18）。

　　S期の細胞では低温処理を行うことで、－9°Cにおいて生存率が高くなった（図16）。S

期の細胞では解析した低温誘導性遺伝子（CBF3ノのLR，EBIA、　COR15a、　RD29A）が高発現して

いたこと、C（）R／5aの発現がS期の細胞のみで高発現していたことから、他の細胞周期の細

胞に比べ多くの低温誘導性遺伝子がS期の細胞のみで高発現していることが考えられる。

この結果、多くの低温誘導性のタンパク質が蓄積し、凍結脱水の度合いが大きい一9°Cで傷

害が緩和されたものと考えられる。
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　Gl期の細胞に低温処理を行うと、－4℃～－5°Cの温度区で凍結傷害の発生を抑える効果

が比較的大きく現れた。シロイヌナズナ植物体では、－4°C～－5°Cの温度範囲は凍結傷害の主

要因の1つであるexpansion－induced　lysis（EIL；1－3）参照）やloss　of　osmotic　responsiveness

（LOR；1－3）参照）の発生が急増する温度区であることが分かっている（Uemura＆Steponkus

2003）。この報告のなかで、NAの葉から単離されたプロトプラストを異なった温度で凍結

させると、－4℃においてEILの発生が最も高くなり、－4°C～－5°Cの温度区ではLORの発生

が約60％増加することが示されている。また、これらの傷害の発生はCA2処理を行うこと

で緩和されることが分かっている。従って、本研究においてCA2処理を行った細胞でNA

区の細胞に比べ一4℃～－5°Cの温度区の生存率に違いが見られたのは、G1期の細胞を低温処

理することによってEILとLORの発生が抑制されたことによるのかもしれない。以上のよ

うに低温処理による凍結耐性の増大は特定の細胞周期の細胞で起こり、各細胞周期の細胞

は異なった低温応答により、凍結傷害を緩和させる温度に違いを持つことが示唆された。
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IV－13）総合考察

　　これまで述べてきたように、シロイヌナズナ植物体を用いて、低温馴化による凍結耐性

の誘導機構が積極的に研究されてきている。しかし、植物体には、様々な異なった器官、

組織細胞が存在しており、これらの異なったものが示す低温に対する応答の違い、ある

いは、多様な低温に対する応答反応が相互作用することによって、複雑な凍結耐性増大の

仕組みが備わっているものと考えられる。このような植物体が持っ「複雑性」が低温馴化

過程で起こる変化を多様化させてしまい、低温馴化で鍵となる変化の解明を困難にしてい

る。このようなことが原因で、凍結耐性を人工的に増大させる効率的なアプローチの確立

には未だに至っていないのが現状である。この問題に取り組むため、本研究ではシロイヌ

ナズナT87懸濁培養細胞を用いて、凍結耐性の増大に細胞レベルで重要となる変化につい

て解析した。

　本研究から、シロイヌナズナ培養細胞においても、シロイヌナズナ植物体と同様、低温

処理を行うことで細胞内糖含量の増大、細胞内ABA含量の増大、あるいは、低温応答性遺

伝子の発現が起こることが明らかとなり、シロイヌナズナ植物体とシロイヌナズナ培養細

胞の低温馴化機構は多くの点で共通であることが分かった。つまり、低温馴化による凍結

耐性の増大は細胞レベルにおいても起こる現象であることが明らかになった。一方で、マ

イクロアレイを用いた解析は、培養細胞のみで低温変動する遺伝子群のなかに細胞周期の

進行に関わる遺伝子がいくつかあることが分かったeつまり、シロイヌナズナ植物体の細

胞レベルにおける応答には、細胞周期が関与している可能性が示唆された。詳細を以下に

記す。

　　本細胞における低温処理による凍結耐性の誘導は、成長段階に依存して起こることが分

かり（図3）、凍結耐性が増大する誘導期の細胞では、細胞内糖含量の増大、細胞内ABA含

量の増大、あるいは、低温．誘導性遺伝子（CBF3fDREBIA、　COR　15a、、RD2銅）の高い発現が、

見られることが明らかになった（図4，6，7）。様々な種の植物体においても、低温馴化によ

り細胞内糖含量の増大（Koster＆Lynch　1992、　Wanner＆Junttila　1999、　Kamata＆Uemura　2004）、

細胞内ABA含量の増大（Daie＆Campbell　1981、　Chen　et　al．1983、　Lalk＆Dorfning　I　985、　Guy

＆Haskell　1988、　La皿群τ砿1994）、あるいは、低温誘導性遺伝子の発現誘導（Tliomashow　1999、

Chen　et　al．2002、　Fowler＆Thomashow　2002、　Kreps　et　al．2002、　Seki　et　aL　2002、　Hannah　et　al，

2005、2006、Lee　et　al．　2005、　Oono　et　aL　2006）が起こるeつまり、植物体で報告された低温

馴化機構は細胞レベルにおいて起こっている応答であることが示唆される。実際にマイク

ロアレイ解析から、本誘導期の細胞で見られた低温処理過程で変動する遺伝子の多くは、
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シロイヌナズナ植物体の低温馴化過程でも同様の変動を示すことが分かった（表5，6）。こ

のことからも、植物体で起こる低温馴化機構が細胞レベルにおいて起こっている現象であ

る可能性が強く示唆される。

　　一方で、本細胞において低温処理過程で変動が見られた遣伝子のなかには、植物体の低

温馴化過程では変動が見られないものが存在していた（表1－6）。これらの遺伝子には、細

胞周期の制御に関わる遺伝子が存在していた。この結果は、誘導期の細胞では細胞周期が

盛んに進行していることと関連していると考えられ、特定の部分でしか分裂が起こらない

植物体全体を対象として研究を行った場合には検出しにくい低温が細胞周期に与える影響

が、培養細胞を用いた本研究では顕著に現れたのかもしれない。近年報告されているよう

に、細胞周期とABAやカルシウムといった植物体における低温馴化機構に重要な因子との

間に相関した制御関係があることを考えると（W加get　al，1998、　Kadota　et　aL　2005、

Pettko－Szandtner　et　al．　2006、　Rymen　et　al．　2007）、本培養細胞で低温により変動することが明

らかになった細胞周期の制御に関わる遺伝子は、低温処理による植物細胞における凍結耐

性の誘導に重要であることが示唆される。特定の部位でしか分裂が起こらない植物体では、

培養細胞に比べ低温による細胞周期への影響が限られた部分にしか現れず、その結果、非

分裂組織がほとんどを占める植物体を用いたマイクロアレイ解析では、低温馴化過程にお

ける発現変動が検出しにくい遺伝子が存在する可能性が考えられる。もし、このように植

物体を用いた低温馴化の研究では解析しにくい部分があるとすれば、培養細胞を用いた本

研究のように単純化した実験系で得られた遣伝子群は、これまで未解明であった細胞レベ

ルにおける低温馴化分子機構を詳細に解明するための格好の切り口になるかもしれない。

　　また、本研究では、植物体との比較を行うことにより細胞レベルでの低温応答を解析で

きただけでなく、異なった成長段階の細胞を用いることで誘導期特異的に低温変動する遺

伝子あるいは細胞分裂頻度の違いなど、低温処理による凍結耐性の増大に関わる可能性を

示す変化を見出すことができた。これまで述べてきたように、本細胞の凍結耐性増大はas　．

導期の細胞を低温処理した時にのみ観察される（図3）。つまり、誘導期の細胞のみで低温

処理により活性化が見られる現象が低温処理による本培養細胞の凍結耐性の誘導に重要な

変化であると考えられる。マイクロアレイを用いた本研究から、誘導期の細胞では対数増

殖期の細胞に比べ、低温に応答したシグナル伝達系や細胞の機能変換に関わる現象の活性

化が示唆されており、これらの機能を有する遺伝子群が低温馴化機構において重要な働き

を持つかもしれない。
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　以上をまとめると、本研究から考えられる低温処理によるシロイヌナズナ植物体の細胞

レベルにおける応答には、次の2つの機構が考えられる。

L　低温環境に曝されたシロイヌナズナ細胞は、本マイクロアレイ解析で得られたよう

　　なシグナル伝達や細胞の機能変換に関連した遺伝子の活性化によって、低温環境に

　馴化し、凍結耐性が誘導される。

2．低温環境に曝されたシロイヌナズナ細胞、特に分裂が起こっている細胞は、特定の

　細胞周期で、あるいは特定の細胞周期に停止することで、ABA等の低温馴化シグナ

　ル伝達が増強し、低温環境に馴化することにより凍結而雌が誘導される。

　　このように、植物体を用いた研究では、植物体に非常に複雑な低温応答が存在するため、

凍結耐性増大に重要な限定要因を決定することが困難であると考えられる。また、様々な

異なった細胞を有する植物体を用いた研究では特定の細胞で起こる重要な変化が見出せな

いことも凍結耐性増大の鍵となる要因を決定できない一要因であるかもしれない。従って、

異なった器官、組織、細胞間で起こるであろう複雑な低温応答の相互作用を持たず、同じ

特徴を有する細胞集団である培養細胞を用いた細胞レベルでの解析は、植物体の研究では

見出せない低温馴化の素過程を解析することができると考えられる。また、培養細胞を用

いた解析から新たに見出された低温処理による凍結耐性の増大に関わる遺伝子を植物体で

過剰発現、あるいは、抑制させることにより、細胞自身が有する低温馴化能力を高めるこ

とで、究極的には植物体金体の凍結耐性を増大させる効率的なアプローチを提供すること

ができるかもしれない。

50



v．摘要

V－1）和文

　温帯性植物は、低温馴化することで凍結温度に曝された後も生育できるようになる。低

温馴化機構の解析は、シロイヌナズナ植物体を用いて積極的に行われている。植物個体に

は、様々な異なった細胞、組織、及び、器官が存在しており、これらの低温に対する応答

が異なることや応答反応が相互作用することによって、複雑な耐性増大の仕組みが備わっ

ている。そのため、多くの研究があるにも関わらず、未だに、明確な低温馴化機構の解明、

そして、凍結耐性を人工的に増大させるための効率的なアプローチを確立するまでには至

っていない。この問題を解決し、凍結耐性獲得機構を詳細に解明するためには、細胞にお

ける低温に対する応答を解析し、低温馴化の素過程で重要な変化を明らかにする必要があ

ると考えた。そこで、本研究では、シロイヌナズナT87懸濁培養細胞を用いて、低温処理

によって引き起こされる細胞レベルにおける凍結耐性誘導機構を明らかにすることを目的

として、主に以下6つの実験を実施した。

1）培養細胞の低温処理による凍結耐性の変動

　本細胞の成長曲線を湿重量により測定し、誘導期、対数増殖期、定常期を決定した。異

なった成長段階の細胞（誘導期及び対数増殖期）を用いて低温処理による凍結耐性の変動

を解析した。その結果、誘導期の細胞のみで低温処理を2日行うことにより凍結耐性の増

大が観察された。特に、－7°Cまで凍結した場合、誘導期の細胞は対数増殖期の細胞に比べ

有意に凍結耐性が高くなることが明らかとなった。

2）生理的変化の解析

　植物体では低温馴化過程で細胞内可溶性糖及びアブシジン酸（ABA）含量が増大する。

そこで、本細胞の凍結耐性誘導に、これらの生理的変化が関与しているかについて解析し．

た。その結果、低温処理過程における可溶性糖及び内生ABA量は、誘導期の細胞のみで蓄

積増大することが明らかとなった。このことから、誘導期の細胞は植物体と共通の低温馴

化機構を有している可能性が示唆された。

3）低温誘導性遺伝子の発現変動

　植物体の低温馴化過程では低温誘導性遺伝子が発現上昇し、凍結耐性の増大に寄与して

いる。そこで、低温誘導性遺伝子（CBF3／DIUIBIAとその下流の標的遺伝子であるCOR15a

及びRD29A）の発現が本細胞の凍結耐性増大と相関しているか否かについて調べた。その
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結果、低温処理により誘導期の細胞でこれらの遺伝子が高発現していることが明らかとな

った。しかし、対数増殖期の細胞においてもこれらの遺伝子の発現が見られたことから、

発現量の違いだけで成長段階に依存した凍結耐性の誘導を説明できない。そこで、44kオリ

ゴアレイを用いて、誘導期の細胞のみで低温によって発現が変動する遺伝子を網羅的に解

析した。その結果、誘導期の細胞のみで、凍結耐性の変動と相関した挙動を示す低温誘導

遺伝子が54個、抑制遣伝子が34個見出された。これらの遺伝子の多くは、植物体の低温

馴化過程でも同様の挙動を示すことが分かり、誘導期の細胞と植物体は多くの点で共通の

低温応答機構を有していることが示唆された。また、対数増殖期の細胞に比べ、誘導期の

細胞ではシグナル伝達の上流で機能する遺伝子及びタンパク質の修飾に関わる遺伝子が多

く発現誘導されることが明らかとなり、これらの遣伝子が誘導期の細胞あるいは植物体の

耐性増大に重要であることが考えられた。一方で、植物体では低温変動しない遺伝子もい

くつか見られたことから、本細胞の低温応答は植物体と共通なものと培養細胞を用いた場

合にしか見られない応答があるものと示唆された。

4）細胞周期の進行

　　生物の成長は細胞の分裂により行われる。細胞分裂は細胞周期の進行により制御されて

いることから、本細胞の成長段階に依存した低温処理によって誘導される凍結耐性の違い

が細胞周期により影響を受けていることが推測される。そこで、二つの異なった成長段階

の細胞を用いて、細胞周期の進行の違いを解析した。その結果、誘導期の細胞では対数増

殖期の細胞に比べ細胞周期が盛んに進行していることが明らかとなった。っまり、誘導期

の細胞で観察された凍結耐性の増大には細胞周期が関与していると考えられる。

5）細胞周期に依存した低温応答性

　次に、本細胞の細胞周期を同調化させた後、異なった周期（S、G2／M及びGl期）にあ

る細胞に対して低温処理を行い、遺伝子発現及び生理的変化を解析した。その結果、低温

誘導性遺伝子の高発現はS及びG1期の細胞で、内生ABA量の増大はGl期の細胞で観察、

された。このことから、低温応答機構は細胞周期に影響を受けることが示唆された。

6）細胞周期に依存した凍結耐性

　次に、異なった細胞周期における凍結耐性の変動を解析した。その結果、S期の細胞で

は一9℃処理区でGl期の細胞では、－4～－5°C処理区で低温処理2日間行うことで未処理に比

べ、耐性が高くなる傾向が観察された。このことから、細胞周期は本細胞の低温応答を介

した凍結耐性の増大に関与していることが明らかになった。
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　　以上のことから、．本研究では、細胞レベルにおける低温馴化機構は植物体で起こる応答

を保持することを明らかにした。さらに、細胞周期のなかでもS及びGl期の細胞が低温処

理により低温誘導性遺伝子を高発現して、あるいは、内生ABA量を増大させることで、誘

導期の細胞における凍結耐性増大に寄与していると考えられた。細胞周期による低温応答

機構の制御は様々な異なった細胞を有する植物体では微小な変化となってしまい解明が困

難であったが、細胞レベルの解析を行うことにより低温馴化機構に重要となる新たな現象

を明らかにした。
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V－2）Summarv

　　　M抽yt・mp…t・plant・acq・1・・th・品ee・i・g・t。1・・加…p・・e・p・…ei・1・w，…一臼ec加g

temperatures　fbr　a　certain　period，　which　is㎞ow皿as　coid　acclimation、　Stud｛es　of　cold　acclimation

process　have　been　extensively　caπied　eut　using　the　Araあtdopsis　thaliana　whole　pl抽t　system．

Although　we　have　been　able　to　accumulate　muck　knowledge　in　responses　of　plants　lo　low

　　　　　　　　　　　　　　　　　レtemperatures・1hs　quite　possible　that　os・erall　outceme　ef　the　increase　in｛f㌔eezing　telerance　a負er　cold

acclimation　is　a　result　of　complex，　close　communication　betwcen　cells，　tissues　and／or　organs

occurnng　unmtermptedly　at　Iow　temperatures．　Thus，　determination　of　responses　of　ind掃dual　cells

at　various　aspects　including　physiological，　structural，　molecu匡ar　biological　ones　is　clearly　desirable

to　understand　the　mechanism　of　plant　Gold　a㏄limation　comprehensively　For　this　p岬ose，

suspension　cultured　cells　are　an　excellent　model　due　to　the　lack　of　inter－tissue　and　－organ

communications．　In　order　to　characterize　the　responses　of　Arabidopsis　1加～iana　T97　suspensien

cultured　cells　to　cold　temperatures．　in　this　stUdy，1　carried　out　six　experiments　as　described　below．

1）Changes　of　freezing　tolerance　of　Arabidops輌s　cultured　ce｝ls　bv．　cold　treatment

　　　First，1　determined　a　growth　cum－e　of　A　rabidopsis　T87　suspension　cultured　cells　diiling　the

course　of　culture　period　by　measuring丘esh　weight　of　cells．　The　gro、、th　c皿・e　indi臼ted　that　cells

were　at　the　lag　phase丘om　O　to　8　days，　the　log　phase　from　g　to　14　days，　and　the　stationary　phase

廿om　l　5　days　or　later．　To　analyze　whether　A　rabidepsis　suspension　cultured　cells　respond　to　low

temperature　and　incilease丘eezing　tolerance，　I　next　determined　freeze－thaw　sunival　of　the　ceEEs

before　or　after　cold　treatment　using　lag　and　log　phase　cells．　As　a爬sUlt，　inductien　of　fteezing

tolerance　after　2　days　of　cold　treatment、was　detected　in　cells　only　at　the　lag　phase　but　not　at　the　log

phase．　Especially，　the　fTeez▲ng　toEerance　after丘reezing　to－7°C　was　significantly　higher　i皿cells　at　the

lag　Phase　than　at　the　log　Phase．　Thus，　cold　responses　of∠A　rab　idopsis　cult硯red　cells　were　s甘ongly

depende皿t　on　the　growth　phase．

2）Physiological　changes　of／lrabidopsis　cultured　cells　during　cold　treatrne皿t

　　　It　is　well　known　that　endogenous　soluble　sugar　and　abscisic　acid（ABA）aocumulate　duhng　oold

acclimati。n　in　A　rab　idOpsis　plants、　Thus，　l　determi皿ed　wh。ther　these　physiological　changes　als。

occur　in　cultured　cells　during　cold　treatment．　Accumulation　of　endogenous　sQluble　sugar　and　ABA

did　occur　only　in　cells　at也e　lag　phase　but　not　at　the　log　phaso，　Tho5e　results　suggest　that也e　cold

acelimation　process　resulting　in　induction　of　fre色zing　tolerance　occurs　both▲n　A　rabidopsis　plants

and　eultured　cells　at也e　lag　phase．
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3）Ch・nges・f　gene　expre・・i・n・fA・ab輌輌・輌・・ultured・cells・d・・i・g　c・ld・treatment

　　　　E・p・essi・n・f・・ld－i・d・dbl・gen・・i・imp・rtant・f・・i・d・・ti…f』i・g　1・1・・紐、e　by。。1d

ac・lim・ti・n　in　A・abid・P・is　pl・nt・・Wh・th・・the　e・p・・ssi…f・・ld－i・d・・ib1・g・…（C］BE3三DRIIBIA，

Cα～15・and　RD29A）i・a1…cl・t・d　t・i・d・・ti・n・f・free・i・g　t・1・・飢・e　i・A・rab・id・p・i・c。1tぼ，d、ell、

was　determined．　Esscntlally，　expression　kinetics　of　these　genes　during　cold仕eatment　was　similar　in

cell・at　th・tS・・di・ti・・ti・・g…Vih・ph・・e・b・t　th…t・・t・f・・p・essi・…a・apP訂・・tly　s臼・・g・・i。1、g

phase　cells　in　some　cases．　Although　the　extent　of　cold－responsive　gene　expression　seemed　to　be

・t「・nge・in　cell・at　th・1・g　Phas・th・n・t血・bg　Phase，　these　g・ne・we・e　e・c・t・・lly　e・p祀・・ed　i・1。9

phase　cells　after　cold　treatment　to　some　extent　Because　these　results　did　not　quite　correspond　wi曲

difference　in　the　capacity　of丘eezing　tolerance　induction，　genes　that　change　the　expression　level　by

cold　treatment　only　in　cells　at　the　lag　phase　may　be　additionally　required　fbr　cold－inductbn　of

freezing　tolerance　in　Arabidopsts　cultured　cells　at　the　lag　phasc．　Thus，　I　next　perfbrmed　a

comprehensive　gene　expression　pro丘ling　analysis　with　an　Agilent　44k　oligonucleotide　aπay　fbr

determi皿ation　of　genes　which　are　up－or　downregulated　only　cells　al　the　lag　Phase．　As　a　result，　I

f（）und　that血ere　were　54　cold－upregulated　and　34　cold－downreg凹lated　genes，　respectively　The

expression　of　these　ge皿es　commonly　changed　during　cold　acclimation　in　Arabidopsis　plants．

Furthermore，　genes　with　estimated　function　in　signal　transduction　pathway　or　protein　modi丘cations

were　more　upregulated　i皿cells　at　the　lag　phase也an　at也e　log　phase．　These　results　may　indicate　that

these　genes　conロibute　to　induction　of仕eezing　tolerance　by　cold　treatment　both　lag　phase　cells　and

Arabデdopsis　plants．　Howeveらthere　were　ge皿es　that　cha皿ged　during　cold　treatment　of　A　rabidopsis

cultured　cells　at　the　lag　phase　but　not　in　A　rabidopsis　plants．　From　these　results，　lag　phase　cells　likely

have　at　least　hvo　cold－responsive　pathways　that　are　common　to　and　distinctively　observed　in

／lrab　idopsis　plants．

4）Determination　of　cell　cy　cle　phase　in　Arab輌dopsis　c山ured　cells　at　differe皿t　grosUth　phases

　　　Cell　division　is　essential　fbr　growth　of　organisms．　Because　cell　diVision　is　strictly　regulated　by

cell　cycle　progression，　differential丘eezing　tolerance　depending　on　the　gro、vth　phase　in／I　rabidopsis

culh鵬d　cells　fbund　in　this　study　may　be　associated　with　difference　in　the　phase　ofcell　cycle．　Thus，　I

determined　the　frequency　of　cell　cycle　progression　ofAt・abidopsis　cultured　ceiis　at　different　groi、Th

phases．　Lag　phase　cells　had　high　frequency　of　cell　cycle　progression　than　log　phase　cells．　Therefbre，

it　is　suggested　that　different丘eezing　tolerance　depending　on　the　growth　phase　observed　in　this　study

is　likely　related　to　the　cell　cycle　progression．
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5）Cold　respon8c　of　cells　depending　en　the　phase　ef　cell　c｝・cle

　　　T°鋼ly・・wh・th・・c・ld・e・p・…i・afY「ect・d　by　cell・y・1・p・・9・essi・・，1・帆t…mi・・d　th，　gc11。

exp「ess1°n胆軸y・i・1・gicat・hang・・by・・ld・1・eatm・・t・t・cell・wl曲diffe・ent・c・ll・ycl・ph。、。（S．

G2／M・・d　Gl　pk・・e）・C・ll・y・1・・y・・hr・・i・ati・n　w・・achi…“y　th・・d曲i・・。f。phidi、。h。　t。

stat1臓y　ph…cel量・・Th…t・・t紐d　timi・g・f・th・・ync㎞・㎡・・ti・・w・・c・廊m・d　by・輌∬c　cell

・y・1・m訂k・・gene・・p・essi・n加d　mit破i・i・d・x・C・ld・・e・p…i・・gene　eΨessi・n　w・・蝿h，抽

cells　at　the　S　and　Gl　phases　than　at　the　G2／M　phase．　F岨hermore，　a㏄umulation　ofendogenous　ABA

was　detected　only　in　cells　at　the　Gr　p加se．　These　results　are　consistent　with曲e　notion　that　cold

response　of　cultured　cells　is　dependent　on　cell　cycle　in　A　rabidoヌ）sis　T87　cultured　cells，

6）Freezing　toleran£e　ofcells　depending　on　the　phase　of　cell　cycle

　　　LastlyJ　evaluated　the丘eezing　tolerance　of　cells　at　different　cell　cycle　pkase　befbre　or　after　col｛i

treatment．　Increase　in　freezing　toEerance　after　cold　treatment　was　obsen：ed　in　S　and　Gl　phase　cells　at

－9°C孤d・4°C・r－5°C，re・p・・ti・ely　H・w・…，th・・e　w・・…ffe・t・f・・ld・t…tm・・t・n・freezing

tolerance　in　G2刀M　phase　cells．　From　these　resuhs，　cells　at　the　S　and　Gl　phase　responded　to　col〔l

temperature　and　increased　in　freezing　tolerance、

　　　From　these　results，　it　is　suggested　that　in　many　aspects，　cold　acclimation　process　of　plant　occurs

commonly　at　cellular　leveL　Furthe㎜ore，　because　S　and　Gl　phase　cells　highly　responded　to　eoid

such　as　high　expression　of　cold－inducible　genes　or　accu㎜ulation　of　endogenous　ABA，　induction　ef

freezing　tolera皿ce　in　cells　at　the　lag　phase　may　be　dependent　on　the　respo皿se　of　S　and　GI　phase　cells

to　celd．　Furthermore，　because　plants，　which　consist　of　many　different　types　of　cells，　are　too　complex

to　see　the　influence　of　cell　cycle　in　cold　response，　it　might　have　been　not　reslealed　th¢cell　cycle

regulation　of　cold　acclimation　process　using　the　whole　plant　systcm．　Thus，　c訓cycle　regulation　of

cold　response　that　was　determined　w註h　suspension　cultured　cells　in　this　stUdy　will　provide　a且ew・

insight　in　understanding　plant　cold　acclimation　process．
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Figure　1．　Schematic　presentation　of　the　cell　cycle．　Each　cell　cycle　phase（red）

and　check　point（yellow）are　indicated．
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Figure　2．　Growth　curve　of　T87　suspension皿ltured　cells．　Cells　were　ma血tained

in　JPL　medium　at　230C　on　a　rotary　shaker（120　rpm）皿der　continuous　light（100

pmol　m’2　sec’1）．　GroWth　curve　was　determined　by　fresh　weight　of　cells

harvested　daily　fbr　19days．
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Figure　3・Freezing　tolerance　of／1rab輌ゴqρ5・匡5！T87　suspension　cultured　cells　at

different　growth　phases．　Cultured　cells　were　collected　at　the　lag（A）or　log　phase

（B）and　subjected　to　freezing　before（○）or　a丘er（口）2days　of　cold　treatment．

Freezing　tolerance　of　cells　was　evaluated　by　regroWth　assay　after　a丘eeze／thaw

cycle．　Survival　was　expressed　as　a　ratio　of　fresh　weight　of丘ozen　cells　to

unfrozen　cells（see　text）．　Data　were　the　mean　and　SD　ofthree　or　more　biological

replicates．　Survival　significantly　different　from　that　of　the　sample　before　cold

treatment　is　marked　with　an　asterisk（P＜0．05）．
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Figure　4．（A）Changes　oftotal　soluble　sugar　content　in　Arabidoθsis　T87

suspension　cultured　cells　during　cold　treatlnellt．　Cultured　cells　at　the　lag（black　bar）

or　log（white　bar）phase　were　su句ected　to　cold　treatment（2°C）fbr　O，0．25（6　hr），1，

or　2　d．（B　and　C）Changes　of　sucrose，　glucose　alld　fiuctose　contents　in．Arabid（～ρsis

T87　suspension　cultured　cells　during　cold　treatment．　Cultured　cells　were　collected

at　the　lag（B）or　log　phase（C）．　Sucrose，　black　bar；glucose，　gray　bar；丘uctose，

white　bar．　Cold　treatment　was　perfbrmed　in　the　salne　way　as　described　in（A）．　Data

were　the　mean　and　SD　of　three　or　more　biological　replicates．　Values　sigllificalltly

different　from　those　of　samples　before　cold　treatment　are　marked　with　an　asterisk

（P〈0．05）．
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Figure　6．　Endogenous　ABA　content　in　Arabidopsis　T87　suspension　cultured

cells　durmg　cold　treatment　ABA　was　extracted丘om　cultured　cells　at　the　lag

（filled　bar）or　log（white　bar）phase　after　subj　ecting　them　to　cold　treatment（2°C）

fbr　O，025（6　hr），1，0r　2　d．　ABA　content　was　measured　using　an　ELISA　method．

Data　were　the　mean　and　SD　ofthree　or　more　biological　replicates．　Student’st－

test　indicated　no　significant　difference　between　samples　before　and　after　cold

treatment（P＜0．05）．
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Figure　7．　Cold－responsive－gene　expression　ill／4　rab　idoDsis　T87　suspellsioll

cultured　cells　during　cold　treatment．　RNA　was　isolated丘om　cultured　cells　at　the

Iag　or　log　Phase　befbre　or　after　cold　treatlnent（2°C）fbr　O，0．25（6　hr），10r　2　d．

Semi－quantitative　RT－PCR　was　performed　for　DREBI．4／CBF3，　COR15a，　RD29／4

using　equal　amount　ofRNA．　ACTIA「　was　used　as　loading　control．
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Figure　8．　Classification　of　cold　upregulated　alid　downregulated　genes　identified　in

．4ノ・abidc）lpsis　T87　suspension　cultured　cells　using　microarray　analysis．（A）Cold

upregulated（≧2）and（B）cold　dowm’egulated（≦0．5）genes．　Genes　were　classified

into　three　groups：genes　that　were　up－or　downregulated　throughout　cold　treatment

fbr　2　days（dark　grey）and　transiently　after　l　day（grey）or　later　after　2　days（white）

of　cold　treatment．
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Figure　9．　Changes　of　cell　cycle　during　culture　period　il1／lrabidoosis　T87

suspension　cultured　cells．（A）Expression　analysis　of　cell　cycle　specific　genes

using　semi－quantitative　RT－PCR　and（B）Mitotic　illdex　during　culture　period．

84



（A）

After　aphidicolin　release（hr）

0　　3　　6　　　9　　12　　15　　18　2］　24　　27　30

Hi’stone　H4

CDκB万1

α）KB2：2

』（RP2／クα（2

．4C刀］V

（B）

（

☆
8
．日

．2

6
．出

Σ

8

7

6

5

4

3

2

1

0

0　　3　　6　　9　　12　15　18　21　24　27　30

　　　After　aphidicolin　reIease（hr）

Figure　10．　Synchrollizatioll　of／lrabidopsis　T87　suspension　cultured　cells　afモer

aphidicolill　treatment．（A）Expression　analysis　of　cell　cycle　specific　genes　usillg

selni－quantitative　RT－PCR　alld（B）Mitotic　index　after　aphidicolin　release．
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Figure　11．　Cold－responsive－gelle　expressioll　ill　synchronized∠1　J’ab　i〈700sis　T87

suspension　cultured　cells　befbre　and　after　cold　treatlneIlt．　RNA　was　isolated丘om

cultured　cells　at　the　S，　G2刀M　and　Gl　phase　befbre　or　after　cold　treatment（2°C）fbr

ld．　Semi－quantitative　RT－PCR　was　perfbrmed　fbr　DRE別．4／CBF3，　COR150　and

RD294　using　equal　amount　of　RNA．　ACTIAi　was　used　as　loading　control．
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Figure　12．　Endogenous　ABA　content　in　synchronized、Arabidopsis　T87

suspension　cult田ed　cells　during　cold　treatment．　Synchronization　of　cells　was

perfbrmed　using　15－day－old　cultured　ceUs．　ABA　was　extracted丘ern　cells　at　the　S，

G2刀M　and　GI　phase　after　subjecting　them　to　cold　treatment（2°C）fbr　O，025（6

hr），1，0r　2　d，　ABA　content　was　measured　using　an　ELISA　method．　Data　were　the

mean　and　SD　three　or　more　biological　replicates．　Student’st－test　indicate　no

si　gnificant　difference　between　samples　before　and　after　cold　treatment（P＜0．05）、
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Figure　13．　Relative　content　of　endogenous　ABA　in　synchronized／Arabidopsis　T87

suspension　cultured　cells　during　cold　treatment．　Data　indicate　in　fold　changes　of

endogenous　ABA　content　compared　to　that　before　cold　treatment（O　d）at　each　ceU

cycle　phase　cells．　Student’st－test　indicate　no　significant　difference　betWeen

samples　before　and　after　cold　treatment（P＜0．05）．
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Figure　14．　Changes　of　total　soluble　sugar　content　in　synchronized／Arab匡doρs匡5　T87

suspension　cultured　cells　during　cold　treatment，　Cultured　cells　at　the　S（black　bar），

G2∫M（hatched　bar）and　G1（white　bar）phase　were　su切ected　to　cold　treatment

（2°C）fbr　O，0．25（6　hr），1，0r　2　d．　Data　were　the　mean　and　SD　of　three　or　more

biological　replicates．　Student’s　t－test　indicate　no　significant　difference　in　samples

before　and　after　cold　treatment　in　each　cell　cycle　phase　cells（P＜0．05）．
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Figure　15．　Changes　of　sucrose（black　bar），　gluoose（hatched　bar）and　fhuctose

（white　bar）content　in　synchronized／Arabidopsis　T87　suspension　cultured　cells

during　cold　treatment．　Cultured　cells　at　the　S（A），　G2／M（B）and　Gl（C）phase

were　subjected　to　cold　treatment（2°C）fbr　O，025（6　hr），1，0r　2　d，　Data　were　the

mean　and　SD　of　three　or　more　biological　replicates．　Studenゴs　t－test　indicate　no

significant　difference　in　samples　before　and　after　cold　treatment　in　each　cell　cycle

phase　ceHs（P＜0．05）．
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Figure　l6・Freezing　tolerance　of／lrabidopsis　T87　suspension　cultured　cells　at　S

phase．　Cultured　cells　were　collected　at　the　S　phase　and　subjected　to　fteezing

befbre（white　bar）or　after（black　bar）2day　s　of　cold　treatment．　Freezing

tolerance　of　cells　was　evaluated　by　regroWth　assay　a丘er　a　freeze／thaw　cycle、

Survival　was　expressed　as　a　ratio　of　fresh　weight　of丘ozen　cells　to　unfrozen　cells

（see　text）．　Data　were　the　mean　and　SD　ofthree　or　more　biological　replicates．

Survival　signifi　cantly　different　from　that　of　the　sample　before　cold　treatment　is

marked　with　an　asterisk（P＜0．05）．
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Figure　1「7・Freezing　tolerance　of／4rabid（）iPsis　T87　suspension　cultured　cells　at

G2／M　phase．　Cultured　cells　were　collected　at　the　G2∫M　phase　and　subjected　to

丘eezing　befbre（white　bar）or　after（black　bar）2days　of　cold　treatment．　Freezing

tolerance　of　cells　was　evaluated　by　regroWth　assay　after　a丘eeze／thaw　cycle．

Survival　was　expressed　as　a　ratio　of丘esh　weight　of丘ozen　cells　to　un丘ozen　cells

（see　text）．　Data　were　the　mean　and　SD　ofthree　or　more　biological　replicates．

Student’st－test　indicate　no　significant　difference　between　samples　before　and

after　cold　treatment　at　any　temperatures　tested（P＜0．05）．
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Figure　18．　Freezing　tolerance　of／lrabidopsis　T87　suspension　cultured　cells　at

GI　phase．　Cultured　cells　were　collected　at　the　Gl　phase　and　su切ected　to

freezing　before（white　bar）or　after（black　bar）2days　ofcold　treatment．　Freezing

tolerance　of　cells　was　evaluated　by　regroWth　assay　after　a　freeze／thaw　cycle，

Survival　was　expressed　as　a　ratio　of丘esh　weight　of丘ozen　cells　to　un丘ozen　cells

（see　text）．　Data　were　the　mean　and　SD　ofthree　or　more　biological　replicates．

Studentフs　t－test　indicate　no　significant　difference　between　sanlples　befbre　and

after　cold　treatment　at　any　temperatures　tested（P＜0．05）．
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T・bl・・IC・t・g・・izati・n・f・P・edi・t・d・fU・・ti・…fg・n・・up・eg・1・t，d

throughout　2　days　of　cold　treatment　only　found　in　lag　phase　cells

（≧2　with　．Pく0．05）

Functional

category Number　AGI　No． Annotation

Signal

transduct▲on

6

At2905940．1

At293　9360　，　1

At294660⑪．1

At3955450．1

At4917530．1

At5gl2940、1

Protein　klnase，　putative　similar　to

auxin－regulated　dual　specificity　cytosolic

kinase

Protein　kinase　family　protein　contains

protein　kinase　domain

Calcium－binding　protein，　putative　similar

to　EF－hand　Ca2＋－binding　protein　CCDl

Protein　kinase，　putative　similar　to　protein

kinase　AP］KIB

Ras－related　GTP－binding　protein，　putative

very　strong　similarity　to　RAB　1　C

Leucine－rich　repeat　family　protein

contains　leucine　rich－re　eat　domains

Metabolism 4

Atlg56670，1

Atlg73010．1

At3902040．1

At3958490．1

GDSL－・motif　lipase／hydrolase　family

proteln

Phosphoric　monoester　hydrolase

Glycerophosphodiester　phosphodiesterase

（SRG3）

Phosphatidic　acid　phosphatase　family
rotein

Transcription

factor

4

At2940140．1

At3915030．1

At5951190．1

At5961600．1

Zinc　finger（CCCH－type）family　protein

contains　Pfとm　domain

TCP　family　transcription　factor，，　putative

similar　to　TCP3

AP2　domain－containing　transcription

factor，　putative　contains　similarity　to

ethylene　responsive　element　binding

飴ctor

Ethylene－responsive　element－binding

famil　rotein（AtERF5）
Transporter 4

Atlg76430．l

At3922600．　1

At5903555．l

Ats　l7860．1

Phosphate　transporter　family　protein

Lipid　transfer　protein（LrP）family　protein

Allantoin　transporter

Cation　exchan　er，　utative
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Table．1（continued）

一1111111，，．

Functional

cate　ory
Number AGI　No． Annotation

Protem　fate 4

At2924540．1

At3913820．1
At　5909800．1

At5964660．1

Kelch　repeat－containing　F－box　family

protein　similar　to　SKP　l

F－b。x　family　protein

U－box　domain－containing　protein

U－box　domain－containing　protein　similar

to　immediate－early　fUngal　elicitor　protein

CMPGl
Cell　rescue＆
defense

2

AtsgO4720．1

At5947280．1

Disease　resistance　protein

（CC－NBS－LRR　class）

Disease　resistance　protein（NBS－LRR

claSS）

Other ll

AtlgO5160．1

Atlg31440．1

Atlg53340．l

Atlg64330．1

Atlg67800．l

At2931865．1

At3901560．1

At3904640．l

At4913110．　l

At4929950．1
Atsg3　9720．　1

Ent－kaurenoic　acid　hydroxylase（KAO　l）

SH3　domain．containing　protein　l

（SH3P1）

DCI　domain－containing　protein

Myosin　heaVy　chain

Copine－related　low　similarity　to　Cepine　I

Poly（ADP・・ribose）glycohydrolase

（PARG）fam　ily　protein

Proline－rich　family　protein　contains

praline　rich　extension　domains

Glycine－rich　protein　predicted　proteins

BSD　domain－containing　protein

Microtuble－associated　protein

Avirulence－responsive　protein－related／

avirulence　induced　gene（AIG）

rotein－related　similar　to　AIG2　rotein

Unknown 8

Atlg10740．1

Atlg17090．I

At3953270．l

At4915470．l

At4923530．l
Atsg1603Ql
C］H［R．3：003963674

－003963733

CHR5：022851672
－022851731
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Tabl『・　　　　　2Categ°H・ati…fp・edi…d釦・cti・n・・f　g団・・up・・g・1…d（≧2軸P・・．・5）

t「anslently・丘・・1d・y．・f・・ld　t・eatm・・t・・1y飴・・d　i・1・g　Ph・・e　cell、

Functional

category Number’AGI　No． Annotation

Transporter 3

Atlg19450．l

Atlg22550．1

At4939390A

Sugar　transporter　family　protein

Pr・t・n－dependent・lig・peptide　transp・rt

（POT）family　protein

Transporter－related　low　similarity　to

　lucose－6－　hOS　hate

Metabolism 1

At4913350．1

Cell　rescue＆
defense

1

Atlg32090．1

Human　Rev　interacting－like　protein－related／

hRIP　protein－related　similar　to

Nucleoporin－like　protein　R．IP（HIV－’　l

Rev－bindin　　　rotein）

Early－responsive　to　dehydrat輌on

protem＿related／ERD　pretein－Telated　similar

to　ERD4　protein（early－respofisive　to

deh　dration　stress

Cell　wall 1

At3956000、　1

Cell＿Cell

signaling

1

At4gl5800．1

Glycosyl　transferase　family　2　protein　similar

to・beta－（1－3）－lucos　l　transferase

Rapid　alkalinization　factor（RALF）famiiy

　rotein　similar　to趾F　recursor
Unknown 4

AtIg2311⑪．1

Atlg68910．1

At5949000．l

At566675．1
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Table　3　C・t・g・・i・ati・n・f　p・edi・t・d　fUncti・…fg・…d・w・・eg・1、t，d（≦0．5　with

P＜α05）th・・ugh・ut　2　d・y・・f・・ld・t・eatm・nt・nly・f…di・1・g　Ph・・e　c，ll、

一lfusgg1￥．，

Functional

cate
Number AGI　No Annotation

Transcription

factor

6

AtlgO8320．1

Atlg30210．1

Atlg62370．1

At5906710．1

At5959000．1

At5959460」

bZIP　family　transcription　factor

TCP　family　transcription　factor，　putative

similar　　to　　TFPD　　（GI：6681577）

［A　rabidopsis　thaliana］

Zinc撫ger　f乞mily　protein

Homeobox－leucine　zipPer　protein　14
（HAT　14）

Zinc　finger　family　protein

Scarecrow・・like　transcription　factor　l1

（SCL11）

Metabolism 3

At3924590．1

Atsg19290．1

At5962740，1

Signal　peptidase　1　family　protein

Esterase／lipase／thioesterase　famiEy　protein

low　similarity　to　monoglyceride　lipase

［Homo　saρiens］

Band　7　family　protein　strong　similarity　to

hypersensitive－induced　　response　protein

［Zea〃～αオ】

Translation 2

Atlg77840．I

Atsgl2110．1

Eukaryotic　translation　initiation　factor　5，

putatlve

Elongation　factor　IB　alpha－subunit　l

（eEF　lBalpha1）　identical　to　elongation

factor　IB　al　ha－subunit

Signal

transduction

1

Atsg45780．1 Leucine－rich　repeat　transmembrane　protein

kinase，　utative

Protein　fate 1

At2902360，1 F－box　family　protein／SKP　I　interacting

parmer　3－related　contains　similarity　to

SKP　l　interacting　Partner　3

97



Table、3（continued）

一一

撃奄撃撃撃X9！－

Functional

cate
Number AGI　No． Annotation

Other 7

At2945280．1

At3904260．1

At3909210．］

At3948150．1

At4918470．1

At5913050．1

Atsg40850．1

DNA　repair　family　protein
similarity　to　SWiss－Prot

SAP　domain－containing　protein

KOW　domain－containing
factor　family　pretein

Cell　division　cycle　family　protein

Negative　regulator　of　systemic

resistance（SMI）

5－formyltetrahydrefolate

（5－FCL）

Urophorphyrin　III　methylase
identical　to　uro　ho　　h　rin

contalns

transcrlptlon

acquired

cyclO－ligase

　　　　　　（UPM　1）

III　meth　lase

unknown 6

AtlgO9520．1

Atlgl5980．1

At4926190．　l

At5908400．1

At5921140．1

Atsg24350．1
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T・b1・・4C・t・g・・izati・n・f　p・edi・t・d　fU・・ti・n・・f　g・n・・d・wn・eg・1・t，d
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（≦05　With

P＜0．05）transiently　aft．er　l　day　of　cold　treatment　only　found　in　lag　phase　cells

Functional

cate　o
Number　AGI　No． Annotation

Signal

transduction

1

At4917890．1
Metabolism 1

At5946180．1

Signal　peptidase　I　family　protein

Transporter 1

Atlg63440」

Omithine　aminotransfbrase，　putative

CopPer－transponing　　ATPase，　　putative

similar　to　ArP　de　endent　co　er　trans　orter

Development 1

At436630．2
Other 2

Atlg66840．1

At3959040．1

EMB2754（EMBRYO　DEFECTIVE　2754）

Similar　to　PMI15　（plastid　movement
impaired　15）［A　rabidops輌s　thaliana］

Pentatricopeptide　（PPR）repeat－containing

rotein

Unknown 2

Atlg13245．1

At3944280．1
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認＝＝＝鑑㍑蹴蹴雌隠；：wi・hP＜…5）

FunctionaE

　t
Number AGI　No Annotation

Atlg76430．1

At3922600．1

At　5903555．1

At5gI7860．l

Atlg19450．1

At4939390．1

Phosphate　transporter　family　protein

Lipid　transfer　protein（LTP）family　protein

Allantoin　transporter

Cation　exchanger，　putative

Sugar　transporter　fam▲ly　protein

Transporter－related　low　similarity　to

　lucose－6・・hos　hate

signal

transduction

4

At2905940．1

At3955450．1

Atsg12940、1

At2946600」

Protein　kinase，　putative　similar　to

auxin－regulated　dual　specificity　cytosolic

kinase

Protein　kinase，　putative　simiEar　to　protein

kinase　APKIB
Leucine－rich　repeat　family　protein　contains

leucine　rich－repeat　domains

Calcium－binding　protein，　putative　similar　to

EF－hand　Ca2＋－bindin　rotein　CCD　l

Transcription

factor

4

At2940140，1

At3gl5030．1

At5951190．1

At5961600．1

Zinc　finger（CCCH－type）family　protein

contains　Pfam　domain

TCP　family　transcription　factor，　putative

similar　to　TCP3

AP2　domain－containing　transcription　factor，

putative　contains　similarity　to　ethylene

responsive　element　binding　factor

Ethylene－responsive　element－binding　family

protein　contains　similarity　to　ethylene

responsive　element　binding　factor　5

AtERF5
Protein　fate 4

At2924540．1

At3913820．1

At5909800．l

At5964660．1

Kelch　repeat－containing　F－box　family

protein　similar　to　SK：P　l

F・box　family　protein

U－box　domain－containing　Protein

U－box　domain－containing　protein　similar　to

immediate・．earl　fUn　al　elicitor　rotein
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Table．5（continued）

　Functional
　　　　　　　　　　　　　　　Number　AGI　No

Metabolism 3

Atlg73010．1

At3gO2040」

At4913350．1

Phosphoric　monoester　hydrolase

Glycerophosphodiester　phosphodiesterase

（SRG3）

Human　Rev　interacting－like　protein－related／

hRIP　protein－related　similar　to

Nucleopodn－like　protein　RIP（HIV－1

Rev－bindin　rotein）
Cell　rescue　＆　　2

defense

AtsgO4720．1

At5947280．1
Other 8

At4929950．　I

Atlg31440．l

Atlg64330．l

Atlg67800．l

At3901560．1

At3904640．　1

At5939720．1

Atlg53340．1

Disease　resistance　protein（CC－NB　S－LRR

claSS）

Disease　resistance　protein（NBS－LRR　class）

Microtuble－associated　protein

SH3　domain－containing　protein　l（SH3P1）

Myosin　heavy　chain

Copine－related　low　similarity　to　Copine　I

Proline－rich　family　protein　contains　praline

rich　extension　domains

Glycine・・rich　protein　predicted　proteins

Avirulence－responsive　protein－related／

avirulence　induced　gene（AIG）

protein－related　similar　to　AIG2　protein

DC　l　domain－containing　protein

Unknown 3

AtIgl7090，1

At3953270．1

At516030．1
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跳5隠麟㌶2蒜㍗蹴蒜、ご㍑‡ll、1念．wilh

　Functional
　　　　　　　　　　　　　　　Number　AGI　No

Metabolism 2

At5gl9290、1

At5946180、1
Translatien 2

Atlg77840．l

Atsgl2110．1

Esterase／lipase／thioesterase　family　protem

Iow　similarity　to　monoglyceride　lipase

［Homo　sapiens］

Ornithine　aminotransferase，　putative

Eukaryotic　translation　initiation　factor　5
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，
putatlve

Elongation　factor　lB　　alpha－subunit　1

（eEF　l　Balpha1）identical　to　elongation　factor

IB　alpha・・subunit

Slgnal

transduction

1

At4917890．1 Signal　e　tidase　1　famil　rotein
Transcription

factor

1

AtlgO8320．1
Transperter 1

Atlg63440．1

bZIP　famlly　transcription　fhctor

CoPPer－transporting　ATPase，　putative　similar

to　ATP　dependent　coPPer　transporter

Protein　fate 1

At2902360．1 F－box　family　protein／SKP　l　interacting

partner　3－related　contains　similarity　to　SKP　1
．　　　　　　　　　　　　　　　　　　ウ

lnteracting　partner　3

Other 4

At2945280．　l

At3909210．　l

At5940850．　l

Atlg66840、1

unknown 3

AtlgO9520．l

Atlgl5980．l

At　508400．1

DNA　repair　family　protein　contains
similarity　to　Swiss－Prot

KOW　domain－containing　transcription　fhctor

family　protein

Urophorphyrin　III　methylase　（UPM　1）

identical　to　urophorphyrin　III　methylase

Similar　to　PMI　I　5　（plastid　movement

im　aired　15）［Arabido　sis　thaliana］
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