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研究成果の概要（和文）：種子の保存性に関与する天然変性タンパク質デハイドリンに着目し、超低温保護作用
のメカニズム解明に取り組んだ。さらに、デハイドリンとは異なる天然変性タンパク質としてダイコンから
RVCaBを分離精製し、超低温保護活性を見出して活性セグメントを同定した。その結果、両天然変性タンパク質
の作用機構に共通点を見出し、従来の作用モデルを補完する新たなモデルを提案した。天然変性タンパク質には
多様な分子種が存在し、それぞれが植物の生育やストレス耐性に重要な役割を担っている可能性が示唆される。

研究成果の概要（英文）：We elucidated the mechanism of cryoprotective activity of dehydrin, an 
intrinsically disordered protein which is related to the preservation of plant seeds. We also 
purified another intrinsically disordered protein RVCaB from radish, found the cryoprotective 
activity, and identified the active segment. As a result, we found a common action mechanism between
 dehydrin and RVCaB, and proposed a new cryoprotective model which can complement the conventional 
protective models. It is suggested that there are diverse species of intrinsically disordered 
proteins in plants which can play an important role in their growth.

研究分野： 植物機能生理学

キーワード： 超低温保存　タンパク質保護　天然変性タンパク質　デハイドリン
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
天然変性タンパク質は生物界に広く存在するが、その機能と生理学的な意義については多くの場合不明である。
本研究は、植物天然変性タンパク質の超低温保護機能に着目し、そのメカニズムを解明した点で学術的な意義が
ある。植物由来の天然変性タンパク質は未利用素材であり、細胞や臓器の保存、冷凍並びに乾燥食品の製造、遺
伝資源の保存など、様々な場面での応用が期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
植物の種子には、超低温保存（液体窒素保存）が可能なものと、冷蔵保温すら不可能なものがあ
る。しかし、この違いがどのような分子的要因によって決定されているのか、未だ解明されてい
ない。代表者は、種子胚に含まれ、種子の低温保存性と関連がある植物固有の天然変性タンパク
質（デハイドリン）の保存領域が、低温感受性モデル酵素の超低温失活を僅か 0.001%レベルで
ほぼ完全に抑止することを報告した。これは、通常の保護物質が%レベルで作用することと比較
すると極めて高い活性である。さて、タンパク質保護メカニズムには、選択的相互作用説や分子
シールド説があるが、デハイドリンの保護作用には、これらの説では説明できない要素があった。
天然変性タンパク質による超低温保護機構を解明し、タンパク質の保存性を合理的に高めるに
は、従来の説を補完する新たな保護様式を考慮する必要がある。 
 
２．研究の目的 
（目的１）デハイドリンの保存領域によるタンパク質超低温保護作用のメカニズムを、生物物理
学的並びに生化学的視点で究明し、種子の超低温保存の仕組みを理解する。 
（目的２）デハイドリン以外の超低温保護活性を示す植物天然変性タンパク質の存在を明らか
にし、その作用機構を解明する。 
（目的３）以上を統合し、植物天然変性タンパク質の作用メカニズムの共通点を見出し、従来の
保護理論を補完する新たな仮説を提唱するとともに、植物天然変性タンパク質の生理学的意義
を推定する。 
 
３．研究の方法 
３．1．タンパク質超低温保護活性の測定 
超低温保護活性の測定には、低温失活モデル酵素であるウサギ筋肉乳酸脱水素酵素（LDH）を用
いた。本酵素の水溶液に対して凍結融解を繰り返し（有効最小回数 3 回）、LDH のダメージを失
活（酵素活性）、凝集（濁度）、変性（蛍光色素による疎水性モニタリング）で評価した。超低温
保護活性を測定する場合、LDH 溶液に試験対象物質（ペプチド）を加えておき、凍結融解を行っ
た。失活、凝集、変性の抑制率を算出して 50％阻害濃度（PD50値）を得た。各ペプチド間の活性
比較には本値を用いた。 
 免疫グロブリンの凍結障害を評価するため、ウシγグロブリン（BGG）を用いた凍結凝集系を
確立した。BGG をバッファーに溶解し、3 回の凍結融解後に濁度を測定した。各ペプチドの保護
活性は PD50値で表した。 
 
３．２．タンパク質並びにペプチドの二次構造解析 
デハイドリン並びに関連ペプチドの二次構造は、円偏光二色性（CD）スペクトルと二次構造組成
解析ソフト（K2D3）によって決定した。ペプチドの三次元構造の予測には PEP-FOLD3 を用い、天
然変性状態の判定には IUPred を用いた。 
 
３．３．タンパク質並びにペプチド間の相互作用 
デハイドリン並びに関連ペプチドと、保護対象タンパク質との間の相互作用は、超遠心法、等温
滴定型カロリメトリー（ITC）、サイズ排除高速液体クロマトグラフィーによって調べた。 
 
３．４．ハツカダイコン天然変性タンパク質の抽出と精製 
ハツカダイコンの天然変性タンパク質の抽出精製は文献［1］に従った。ハツカダイコンの肥大
根をすりおろし、可溶性タンパク質画分を得た。これを加熱した後、遠心上清を得て TOYOPEARL 
SuperQ 並びに TOYOPEARL DEAE によってタンパク質を分画した。SDS-PAGE によってタンパク質
組成を確認しつつ、LDH 凍結失活抑制活性を示すタンパク質を精製した。精製タンパク質は
MALDI-TOF/MS による de novo シーケンスによりデータベースと照合して同定した。 
 
４．研究成果 
４．１．デハイドリン並びに保存領域による超低温保護活性（目的１） 
これまでの研究で、デハイドリンの保存領域である Kセグメント（15アミノ酸、典型配列 TypK：
EKKGIMEKIKEKLPG）が凍結感受性酵素 LDH の凍結失活を抑制することが分かっていたが［2］、そ
れ以外の超低温保護活性セグメントについては報告がなかった。そこで、シロイヌナズナのデハ
イドリン AtHIRD11 を用い、新たな超低温保護活性セグメントの探索を試みた。AtHIRD11 は全長
98 アミノ酸の天然変性タンパク質であるが、そのほぼ中央に K セグメントが存在する（Kseg）。
活性セグメントを見出すため、K セグメントの N 末端から AtHIRD11 の N 末端までの範囲を 3 つ
のセグメントに分割した（NK1～NK3、ここで NKとは Kセグメント以外の部位を示す）。さらに、
K セグメントの C 末端から AtHIRD11 の C 末端までの範囲を同様に 3 つのセグメントに分けた
（NK4～NK6）。NK1～NK6 はいずれも 15 アミノ酸とし、Kseg のアミノ酸長に合わせた。それぞれ
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のセグメントに対し、LDH の凍結失活抑制活性、凍結凝集抑制活性、凍結変性抑制活性を測定し
た結果、いずれの項目においても Kseg と NK1 に活性があることが判明した［3］。NK1 の活性は、
Kseg に若干劣る程度であった。興味深いことに、活性セグメントである NK1 と Kseg には、
AtHIRD11 に含まれる 11個の疎水性アミノ酸のうち、実に 10個が集中していた。 
 さて、AtHIRD11 は KS 型と呼ばれるデハイドリンで、様々な植物に見出される低温誘導性デハ
イドリンである。一方、FSKn 型もまた植物に広く存在する低温誘導性デハイドリンである。FSKn
型は、他のデハイドリングループにはない F セグメントをもつ［4］。F セグメントは FSKn 型デ
ハイドリンの N末端側に存在することが指摘されていたがその機能は不明であった。そこで、シ
ロイヌナズナ由来の FSKn 型デハイドリンである COR47（FSK3）、ERD10（FSK3）、ERD14（FSK2）、
At4g38410 （慣用名なし FSK2）を選出し、それぞれの F セグメント配列（15 アミノ酸）を用い
て超低温保護活性を測定した。すると、いずれの Fセグメントも LDH の凍結失活並びに凍結変性
を抑制することが判明した［5］。それらの活性は Kセグメントと同等であった。Fセグメントに
は 5個の疎水性アミノ酸が存在していた。 
 ここまでの実験では、凍結失活モデル酵素の LDH を用いてきた。超低温保護の事例を増やすた
め、免疫グロブリンのモデルとしてウシのγグロブリン（BGG）を用いた。BGG をバッファーに
溶解すると溶液はほぼ透明になるが、凍結融解を繰り返すと白濁し、BGG に由来する数十μmか
ら 200μm 程度の凝集体が観察された。一方、あらかじめ BGG 溶液に AtHIRD11 を加えて凍結融
解すると、濁度は大きく低下し BGG の凝集体も見られなくなった［6］。以上の結果から、AtHIRD11
は LDH のみならず BGG に対しても超低温保護活性を示すことが分かった。 
 
４．２．デハイドリン並びに超低温保護活性セグメントの作用機構の解明（目的１） 
上記の結果から、全長デハイドリン（AtHIRD11）のみならず、セグメント（Kseg、NK1、Fseg）
もまた LDH の超低温保護作用を示すことが分かった。デハイドリンは天然変性タンパク質であ
るため、疎水性アミノ酸の含量は 10％程度と低く抑えられている。しかし、3種の活性セグメン
トには共通して疎水性アミノ酸の集中が見られ、その含量は 27～40％に達した。当研究室の既
知情報から、Kセグメントの疎水性アミノ酸を親水性の非電荷アミノ酸であるスレオニンに置換
すると、LDH 凍結失活抑制活性が大幅に低下することが分かっていた［2］。そこで Fseg の疎水
性アミノ酸をスレオニンに変換したところ活性が消失した［5］。つまり、活性セグメントの超低
温保護活性には、疎水性アミノ酸の存在が重要であることが分かった。 
 こうした活性セグメントに限定した実験では、デハイドリン本体における疎水性アミノ酸の
重要性を立証することはできない。そこでデハイドリン本体（ここでは AtHIRD11 を使用）に存
在する 11個の疎水性アミノ酸を全てスレオニンに変換した AtHIRD11Φ/T を作出し、LDH の超低
温保護活性を測定した。その結果、凍結失活抑制作用、凍結凝集抑制作用、凍結変性抑制作用の
全てにおいて、AtHIRD11Φ/T の活性は検出できない程度に低下した。つまり、デハイドリン本
体の超低温保護活性もまた、疎水性アミノ酸に依存することが確認できた。 
 以上の結果から、デハイドリンは親水性アミノ酸に富む天然変性タンパク質であるが、一部の
セグメントに存在する疎水性アミノ酸が活性発現に不可欠であることが判明した。しかし、疎水
性アミノ酸がどのように酵素の凍結ダメージを抑制するのかは不明である。そこで、デハイドリ
ン及び活性セグメントが保護対象タンパク質とどのように相互作用するのかについて調べた。 
 まず、AtHIRD11 と LDH が溶液中で結合している可能性を超遠心法によって調査した。超遠心
法では、タンパク質の沈降係数の違いから分子量に基づいた分離が可能である。フルオレセイン
イソチオシアネート（FITC）で標識した AtHIRD11（F-AtHIRD11）を調製し、LDH と混合した後に
超遠心に供したところ、両者は溶液中で結合していないことが判明した［3］。さらに、Kセグメ
ントと BGG との結合の有無を確認するために、サイズ排除高速液体クロマトグラフィーを実施
した。N末端に FITC 修飾を施した TypK（F-TypK）と BGG と混合してクロマトグラフィーにかけ
たところ、両者は結合していないことが示唆された［6］。次に、F-TypK と BGG の混合液にクロ
スリンカーDimethyl pimelimidate（DMP、スペーサー長 9.2Å）を加えて反応させた。DMP は、
タンパク質やペプチドのアミノ基と反応するため、BGG と F-TypK が溶液中でごく近傍に存在す
れば架橋反応が起こる筈である。クロマトグラフィー分析の結果、F-TypK の一部は BGG と DMP
を介して架橋することが判明した。次に、F-TypK の疎水性アミノ酸をスレオニンへ変換した F-
TypKΦ/T を調製した。F-TypK は BGG の凍結凝集を効果的に抑制するが、F-TypKΦ/T は凍結凝集
抑制作用を示さない。F-TypKΦ/T と BGG を混合しても結合しないことを確認した後、上記の条
件で DMP を作用させ、クロマトグラフィーで分析したところ、F-TypKΦ/T と BGG との架橋効率
は F-TypK と BGG との架橋効率に比べて明らかに低かった。F-TypKΦ/T には、F-TypK と同位置
に同数のアミノ基が存在するため、架橋効率の低下は、F-TypKΦ/T と BGG との距離が F-TypK と
BGG との距離よりも遠いことによると考えられた［6］。 
 以上の結果を総合すると、TypK は保護対象タンパク質の表面近く（上記の条件では 9.2Å以
内）に存在するが、結合せずに一定の距離を保って対象タンパク質を保護する。しかし、TypK の
疎水性を低下させた TypKΦ/T は、TypK よりも対象タンパク質から離れた位置にあり、保護活性
は大幅に減少する。すなわち、TypK は対象タンパク質に対してつかず離れずの位置を保ってお
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り、このことが対象タンパク質の保護と関連がある可能性が示唆された。 
 さらに、PEP-FOLD3 を使って TypK の三次元構造を推定したところ、中性水溶液中で両親媒性
ヘリックスを形成する可能性が示唆された。両親媒性ヘリックスとは、ペプチドのヘリックス構
造を円筒に見立てた場合、側面の一方向側に疎水性アミノ酸が集合し、反対方向側に親水性アミ
ノ酸が集合する構造を示す。つまり Kセグメントは、疎水性アミノ酸からなる疎水面を溶媒側に
露出した構造をとりうる。一方、凍結融解処理はタンパク質表面に疎水性パッチを生じさせ、こ
れを介してタンパク質は凝集するとされる。恐らく K セグメントは、通常無秩序な構造をとる
が、一過的に疎水面を形成して保護対象タンパク質同士の会合に干渉しそれを阻止していると
考えられる（一過的疎水性相互作用仮説）。F セグメントにもまた、疎水性アミノ酸が集合して
溶媒へ露出する構造が見られたことから、Kセグメントと Fセグメントは同様のメカニズムによ
ってタンパク質の凍結ダメージを抑制していると考えられる。ここで注目すべきは、PD50値を比
較した場合、K セグメントや F セグメントの活性は AtHIRD11 の活性に比べて数分の一に過ぎな
いという点である。デハイドリン本体は、Kセグメントや Fセグメントを含みながらも、それ以
外の大半は親水性領域によって占められており、これが大きな流体力学的半径を生み出すと言
われている。これらを総合した作用機構に関する議論は４．４．で行う。 
 
４．３．デハイドリン以外の植物天然変性タンパク質の超低温保護作用（目的２） 
デハイドリンの超低温保護作用に関する情報が蓄積しつつある中で、他のタンパク質にも超低
温保護作用があるか否かについて調査を始めた。以前、ハツカダイコンの肥大根に AtHIRD11 の
オーソログ RsDHN を見出したが、その精製過程で、RsDHN を含まない画分に強い超低温保護活性
を検出していた。今回、活性物質を精製しマススペクトルによって特定したところ、RVCaB とい
うタンパク質であることが判明した。RVCaB はわが国の研究グループによって発見され特徴付け
られたタンパク質であり、ダイコンの液胞に存在するカルシウム結合タンパク質である［7］。
RVCaB は天然変性タンパク質であり、液胞においてカルシウムを貯留する機能が推察されていた。
今回の知見により、RVCaB にはカルシウム貯留機能の他、タンパク質保護作用をもつことが明ら
かとなった。精製法を検討した結果、高温処理とカラムクロマトグラフィーを組み合わせ、従来
法に比べ数千倍の精製効率を実現した［1］。また RVCaB がダイコン肥大根における主要な可溶性
タンパク質であることを示した。 
 RVCaB は 248 アミノ酸からなるポリペプチドであり、酸性アミノ酸に富む高親水性タンパク質
である。配列全体に渡り親水性アミノ酸が多く存在する一方、一部に疎水性アミノ酸の存在率が
高い箇所が見られる。そこで、RVCaB の配列を 15 アミノ酸ずつ 15 セグメント（Seg01～Seg15）
に分割した。なお、Seg07 と Seg08 はそれぞれ全く同じ配列がタンデムに 2回繰り返されていた
ため、重複箇所は Seg07 と Seg08 で代用した。15 セグメントの LDH 凍結失活抑制活性を測定し
たところ、Seg03 に活性が集中することが分かった［1］。Seg03 の配列は Kセグメントや Fセグ
メントの配列と全く異なるものの、疎水性アミノ酸を多く含む点で共通していた。さて、RVCaB
のPD50値はSeg03の値の1/10であり、デハイドリンと活性セグメントとの関係と類似していた。 
 
４．４．植物天然変性タンパク質の超低温保護機構の提案と生理学的な意義（目的３） 
タンパク質の保護機構についてはいくつかの理論が提唱されている。最も知られた理論は選択
的相互作用説である［8］。保護物質である糖類やポリオールは、タンパク質表面から距離を置い
て存在するため、水分子がタンパク質表面に集められてタンパク質は安定化する（選択的水和）。
この効果が十分発揮されるためには、高濃度（%オーダー）の保護物質を必要とする。一方、タ
ンパク質を保護する高分子の作用理論として、分子シールド説がある［9］。この説では、保護活
性を有する高分子は高い親水性と大きな流体力学的半径をもつため、保護対象タンパク質の間
を盾のように埋め変性凝集を防ぐとされる。 
 デハイドリンや RVCaB の作用機構を、選択的相互作用説並びに分子シールド説と関連付けて
議論した場合、いずれの説による考察にも矛盾が残る。選択的相互作用説では、高濃度の保護物
質を想定しているが、デハイドリンや RVCaB はごく低濃度（ppm オーダー）で作用した。一方、
分子シールド説では、保護物質の高い親水性を重視するが、デハイドリンと RVCaB の活性には疎
水性アミノ酸が重要であった。しかし、上述の一過的疎水性相互作用仮説を考慮することにより、
こうした矛盾を最小化する考察は可能である。 
 ここに、本研究の結果想定した一過的疎水性相互作用仮説と、選択的相互作用説並びに分子シ
ールド説とを関連付け、植物天然変性タンパク質の超低温保護機構について提案する。植物天然
変性タンパク質には、超低温保護作用を示す活性セグメントがあり、そのセグメントが保護対象
タンパク質の表面に近接しつつも結合しないという位置を維持している。この絶妙な位置関係
には、活性セグメントに生じる疎水面と保護対象タンパク質表面の疎水性パッチとの相互作用
が関係すると推察されるが、詳細は不明である。ともあれ保護対象タンパク質の表面付近に結合
することなく近接することは、選択的相互作用説における選択的水和に近い効果をもたらして
いる可能性がある。一方、天然変性タンパク質は大きな流体力学的半径をもつため、分子シール
ド説に基づき、保護対象タンパク質と隣接するタンパク質との衝突を効果的に防ぐと考えられ
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る。この時、活性セグメントによる保護対象タンパク質表面への近接効果が、分子シールド作用
の持続性を高めている可能性がある。つまり植物天然変性タンパク質は、上記のモデルに基づき、
低濃度で最大の保護効果を発揮するように進化した可能性がある。 
 デハイドリンや RVCaB にはどのような生理的な意義があるのだろうか。本研究により、両者は
高い超低温保護作用を有するため、植物の低温耐性への関与が示唆される。デハイドリンは主に
完熟種子の胚に含まれる。種子には超低温保存が可能なものと不可能なものがある。前者にはデ
ハイドリンが多く含まれるとの報告がある。種子胚は多くのタンパク質を含むことから、デハイ
ドリンは、上述した機構によって胚のタンパク質を保護し、結果として種子の保存性を高めてい
ると考えられる。また、デハイドリンは低温や乾燥ストレスで発現することが知られており、上
述のメカニズムによって植物体のストレス耐性に関わると思われる。一方、RVCaB はダイコンの
肥大根という特徴的な組織に多量に蓄積している。RVCaB はカルシウムイオンの貯蔵とタンパク
質の凍結ダメージ抑制というマルチファンクショナルな特性を持つ。ダイコンの肥大根は養分
の貯蔵器官であるので、RVCaB の蓄積は貯蔵器官の保護に役立つと考えられる。また、肥大根に
おける貯蔵タンパク質としての役割も想定される。 
 植物の天然変性タンパク質研究は、デハイドリンを含む Late embryogenesis abundant（LEA）
タンパク質を中心に進められてきた。しかし、植物天然変性タンパク質の研究は緒に就いたばか
りであり、全容の解明にはほど遠い。デハイドリンと RVCaB を例にとっても、アミノ酸配列の相
同性は極めて低く、植物における働きも異なっている。植物界において、どのような天然変性タ
ンパク質がどの程度発現し、いかなる機能をもつのかはほとんどわかっていない。本研究では、
種子の保存性に関与するデハイドリンに着目し、その機能を解明することによって、植物天然変
性タンパク質の世界の一端を垣間見ることができた。今後は、植物天然変性タンパク質を丹念に
研究し、その存在意義に迫りたい。 
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