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論 文 の 内 容 の 要 旨 

 温帯性植物は、秋の気温の低下とともに凍結耐性を上昇させ、本格的な寒さを迎える冬に向

けて凍結ストレスを回避する、あるいは、凍結に耐える機構を整える（低温馴化）。低温馴化過

程においては、細胞を凍結から守るための様々なタンパク質の変動や適合溶質の蓄積が報告さ

れているが、とりわけ重要であると考えられているのが細胞膜の変動である。低温下では、細

胞膜は外界の刺激を内部に伝える役割があるだけではなく、物質輸送をはじめとした様々な生

理機能に関わっている一方、細胞膜は細胞を形作る膜であり、凍結傷害の主要な原因であると

言われている。実際に、凍結過程では、細胞外の氷晶による物理的ダメージや凍結に伴う脱水

作用、他のオルガネラ膜との膜間融合による機能不全などが起こっていることが明らかになっ

てきた。したがって、低温馴化過程での細胞膜の特性や機能の変化は、植物の凍結耐性上昇機

構に重要な意味を持つと考えられ、様々な研究が行われてきた。 

 細胞膜は従来、構成成分であるタンパク質と脂質がモザイク状に入り混じる流動モザイクモ

デルで表されてきた。近年、このモデルを補完する形で、特定の脂質やタンパク質が高密度に

集積しているマイクロドメインと呼ばれる領域があることが示唆されてきた。動物細胞におい

ては、マイクロドメインは広く研究され、膜輸送系やシグナル伝達などに重要な役割を果たす

ことが分かってきたが、植物細胞においてはその機能はほとんどわかっていない。 

 そこで、本研究では、凍結耐性の異なる二種の単子葉植物（カラスムギとライムギ）を用い、

定量的ショットガンプロテオーム解析と呼ばれる手法による大規模なマイクロドメインタンパ

ク質の同定手法の確立を試みた。その結果、マイクロドメインには、トランスポーターやシグ

ナル伝達関連タンパク質がマイクロドメインに集積していることを明らかにした。さらに、低

温馴化過程における変動を見てみると、これらのタンパク質がダイナミックに変動していた。



以上の結果は、双子葉植物であるシロイヌナズナを用いた先行研究の結果とほぼ一致していた。

一方で、Heat shock protein 70 をはじめとしたいくつかのマイクロドメイン集積タンパク質は、

凍結耐性の低いカラスムギと高いライムギで、低温馴化による変動パターンが異なっていた。

したがって、これらのタンパク質の変動が凍結耐性の差異に影響していることが考えられる。

一方で、脂質組成に関しても、リピドミクス的手法により、マイクロドメインにはステロール

やスフィンゴ脂質が集積しており、それらも低温馴化により変動することを明らかにした。脂

質組成に関しても、カラスムギとライムギで特にステロール組成が異なっていたことから、こ

れらの組成の違いが、細胞膜の安定性やマイクロドメインタンパク質の活性調節に影響してい

るものと考えられる。 

 さらに、マイクロドメインの構成成分と考えられ、カラスムギとライムギで低温馴化による

変動パターンが異なっていた GPI アンカー型タンパク質（GPI-AP）に着目した。GPI-AP は糖

脂質修飾タンパク質の一種で、細胞膜外表面やマイクロドメインに存在すると考えられている。

さらには、内在性ホスホリパーゼ活性により脂質部分から切断されてアポプラストに放出され

る例も報告されている。そこで、本研究では、モデル植物シロイヌナズナを用いて細胞膜、マ

イクロドメイン、アポプラスト、さらには GPI-AP 濃縮画分を抽出し、大規模な GPI-AP の同定

および低温馴化過程における変動の検出を試みた。その結果、163 種の GPI-AP が同定され、多

くの GPI-AP が細胞膜、マイクロドメイン、アポプラストで低温馴化処理により増加・減少し

ていることが明らかになった。したがって、これらは新奇の凍結耐性関連タンパク質であるこ

とが予想された。 

 そこで、今回同定された GPI-AP から、低温馴化応答性 GPI-AP として At3g04010 を選び出し、

詳細な生理学的解析を行った。その結果、At3g04010 は低温馴化初期で一過的に発現が上昇す

る遺伝子であり、維管束組織などの物質輸送に関与する組織で強く発現する遺伝子であること

が明らかになった。一方で、低温馴化後の At3g04010 ノックダウン変異体は野生型よりも凍結

耐性が低く、凍結融解後の再生長が遅延することから、At3g04010 は低温馴化過程で凍結耐性

上昇機構に関与していることが明らかになった。さらに、At3g04010 は、アミノ酸配列から、

細胞間輸送に関与するカロースを分解する活性を持つことが予想され、実際に低温馴化過程に

おける師部組織のカロース蓄積量が野生型に比べ多かった。このことから、At3g04010 は低温

馴化過程でのカロースの分解を促し、低温馴化過程および凍結融解過程での適切な物質輸送の

調節を行っていると考えられる。 

 以上の結果から、マイクロドメインおよび GPI-AP が低温馴化過程で凍結耐性の上昇に関与

する可能性を明らかにした。本研究成果は、マイクロドメインや GPI-AP の低温馴化過程にお

ける機能を解明していくデータベースとしての役割を果たすとともに、低温馴化機構を理解す

る上での新奇の知見を提供している。今後は、細胞レベルでの At3g04010 のカロース分解機構

の解明やマイクロドメインとの関連性を明らかにするとともに、今回得られたその他の低温馴

化応答性のマイクロドメイン関連タンパク質や GPI-AP の機能解明が必要である。 

 
論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨 

温帯性植物は、秋の気温の低下とともに凍結耐性を上昇させる（低温馴化）。低温馴化過程

においては、細胞膜の組成変化が植物の凍結耐性上昇機構に重要な意味を持つと考えられて



きた。近年、細胞膜には特定の脂質やタンパク質が高密度に集積しているマイクロドメイン

と呼ばれる領域があることが示唆され、動物細胞においてはその生理機能が報告されている。

一方、植物細胞におけるマイクロドメインの機能はほとんど解明されておらず、さらに、低

温馴化との関連も明らかになっていない。加えて、動物細胞におけるマイクロドメインの主

要構成成分である糖脂質修飾タンパク質の一種 GPI アンカー型タンパク質（GPI-AP）の機能

や GPI-AP と低温馴化機構との関連も解明されていない。そこで、本研究では、（1）マイクロ

ドメイン構成成分の低温馴化応答性の網羅的解析と（2）GPI-AP の低温馴化過程における網羅

的・生理学的解析を行った。 

（1）マイクロドメイン構成成分の低温馴化応答性の網羅的解析 
 凍結耐性が異なる二種の単子葉植物（カラスムギとライムギ）を用い、マイクロドメインタ

ンパク質と脂質の大規模網羅解析を行った。その結果、両種において、各種トランスポーター

やステロール、スフィンゴ脂質などがマイクロドメインに集積していることを明らかにした。

さらに、低温馴化過程で、これらの成分がダイナミックに変動しており、中でも、Heat shock protein 
70やステロールを始めとしたいくつかのマイクロドメイン構成成分の低温馴化過程における変

動パターンは、凍結耐性の低いカラスムギと高いライムギで異なっていた。従って、マイクロ

ドメイン組成や低温応答性の違いが細胞膜の安定性やマイクロドメイン機能の調節に影響し、

植物の凍結耐性の差異に関与していることが示唆された。 

（2）GPI-AP の低温馴化過程における網羅的・生理学的解析 
 次に、シロイヌナズナを用いて、GPI-AP が存在する細胞膜、細胞膜マイクロドメイン、アポ

プラスト画分、および、細胞膜画分から GPI-AP 濃縮画分を調製して、GPI-AP の網羅的同定お

よび低温馴化過程における変動の検出を試みた。その結果、163 種の GPI-AP が同定され、多く

の GPI-AP が低温馴化処理により増減していることを明らかにした。さらに、低温馴化応答性

GPI-AP として At3g04010 を選び出し、詳細な解析を行ったところ、低温馴化後の At3g04010 ノ

ックダウン変異体は野生型よりも凍結耐性が低かった。また、At3g04010 は維管束組織などの

物質輸送に関与する組織で強く発現する遺伝子であり、低温馴化過程において物質輸送に重要

な師部組織のカロース分解に関与する遺伝子であることも明らかにした。これらの結果から、

At3g04010 は低温馴化過程や凍結融解過程で物質輸送を適切に調節し、凍結耐性獲得に貢献し

ているものと考えられる。 

  以上の結果は、植物の低温馴化過程における凍結耐性増大機構に細胞膜マイクロドメインお

よび GPI-AP が関与していることを明らかにしている。本研究成果は、今後、植物の凍結耐性

機構を解明する際に有効な低温馴化応答性細胞膜マイクロドメインタンパク質のデータベース

を提供するとともに、細胞膜上で GPI-AP が果たす凍結耐性増大への機能的関与を明らかにし

た新奇の知見を提供している。以上の貢献から、本審査委員会は、「岩手大学大学院連合農学研

究科博士学位論文審査基準」に則り、本論文を博士（農学）の学位論文として十分価値のある

ものと認めた。 
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