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研究成果の概要（和文）：本研究は、「細胞膜の不均質性」の環境ストレス応答機構への関与を調べる目的で、低温馴
化過程で細胞膜マイクロドメイン組成の変動と細胞膜マイクロドメイン・低温応答性タンパク質が凍結耐性増大に果た
す機能を解析した。その結果、1）細胞膜マイクロドメインプロテオームやリピドームは低温馴化過程で動的に変動し
、しかも、種間の凍結耐性の違いに応じた特徴的な変動があること、2）エンドサイトーシスに関与するダイナミン様
タンパク質1Eが凍結耐性増大に機能的に関与していること、そして、3）GPIアンカー型タンパク質・グルカナーゼ様タ
ンパク質も細胞間物質輸送を介して凍結耐性増大に関与していることなどを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The aims of this study were to determine the involvement of plasma membrane 
heterogeneity in plant cold acclimation. Specifically, responses of plasma membrane microdomains to cold 
acclimation were investigated. We found that 1) proteomes and lipidomes of the plasma membrane 
microdomain from various plant species show considerably dynamic responses to cold acclimation but the 
responses in some parts were related to differences in the extent of cold acclimation capability of the 
species used, 2) dynamin-like protein 1E, a cold-responsible microdomain protein, was contributed to the 
increase in freezing tolerance probably via plasma membrane rearrangement through endocytosis process, 
and 3) a cold-responsible GPI-anchored protein, beta-1,3-glucanase like protein, was also a component 
associated with cold acclimation probably in controlling the callose deposition and the intercellular 
transport system through plasmodesmata.

研究分野： 植物
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１．研究開始当初の背景 
高等植物の多くは「移動しない」生活を選

択し、多様な環境条件下で生きる戦略を獲得
してきた。平均気温が上昇する地球温暖化時
代にあっても、頻繁に起こる急な温度変化や、
早霜や晩霜に対応するために必要な凍結耐
性は重要な形質と考えられる。一方、温帯以
北に生育する植物は、生存に不可欠な凍結耐
性を低温に一定期間暴露されることにより
獲得する（低温馴化）。低温馴化過程では、
凍結傷害の初発部位である細胞膜の構造・機
能の凍結下での安定性を維持するため、細胞
膜に大幅な組成改変が起こることが多様な
研究により証明されている。 

最近、細胞膜の「不均質性」が多様な生物
反応に重要な意味を持つことが明らかにな
ってきた。つまり、細胞膜がリン脂質に富ん
だ流動的な領域にスフィンゴ糖脂質とステ
ロール脂質に富んだ比較的固い微小領域（マ
イクロドメイン）を有し、この領域には、信
号伝達、膜輸送、細胞骨格、膜融合といった
重要な機能を担うタンパク質群が局在して
いるという事実である。しかし、細胞膜の不
均質性と非生物的ストレス応答機構の関係
は未解明で、細胞膜が果たす凍結耐性機構へ
の重要な役割を考えると、凍結耐性機構を例
として細胞膜不均質性の持つ意味を探る研
究は重要と考えられる。 

当研究室では、植物細胞膜マイクロドメイ
ンと低温馴化機構の関連を調べてきた。ステ
ロール脂質とスフィンゴ糖脂質（グルコセレ
ブロシド）に富んだシロイヌナズナ細胞膜マ
イクロドメインは、低温刺激に応答し、膜輸
送やエンドサイトーシス関連タンパク質や
細胞骨格系タンパク質を変動させ、低温で起
こる動的な細胞膜改変に深く関わっている
ことを提案した。しかし、細胞膜マイクロド
メインが果たすタンパク質機能の「発現の
場」としての凍結耐性機構への関与に関して
は明らかになっていない。そこで、温帯性植
物の生存と生産性を維持するために必須で
ある凍結耐性機構を理解するためには、細胞
膜マイクロドメインの機能を解析し、マイク
ロドメインが果たす細胞膜構造・機能に関す
る基盤的情報を得ることが必要であると考
え、本研究を立案した。 

 
２．研究の目的 
本研究は、「細胞膜の不均質性」と環境ス

トレス応答機構との関係を理解することを
目的とする。具体的には、細胞膜が第一義的
な役割を果たし、植物の生存と生産性を支配
する重要な要因である凍結耐性形質を取り
上げ、凍結傷害発生回避に関わる細胞膜の機
能的貢献について細胞膜マイクロドメイン
脂質とタンパク質の組成と機能の面から理
解することである。研究結果から、低温応答
が起こる「反応場」としてのマイクロドメイ
ンの機能とマイクロドメインで働く膜輸送

系タンパク質による低温馴化過程における
細胞膜改変機能を通した凍結傷害発生の回
避と凍結耐性の増大に果たす細胞膜マイク
ロドメインの重要性を明らかにする。 

 
３．研究の方法 
本研究では、上記の研究目的を達成するた

め、以下のように研究を実施した。 

（1）植物材料として、単子葉植物で凍結耐
性が大きく異なるライムギ（Secale cereale L. 
cv. Maskateer）とカラスムギ（Avena sativa L. cv. 
New Almighty）、さらには、シロイヌナズナ
（Arabidopsis thaliana L. ecotype Columbia）を
用いた。ライムギ及びカラスムギは 18ºC（16
時間日照）、シロイヌナズナは 23°C（24 時間
日照）で育てられ、一定期間後に低温馴化処
理（2ºC、12 時間日照）され、各実験に用い
られた。 

（2）細胞膜および細胞膜マイクロドメイン
を単離精製した後、細胞膜マイクロドメイン
の脂質及びタンパク質組成を網羅的に解析
し、低温馴化前後及び植物種間での比較を行
った。 

（3）シロイヌナズナ細胞膜マイクロドメイ
ンに存在する低温応答性タンパク質（DRP1E, 
Dynamin-Related Protein 1E）の低温馴化過程
における機能を解析した。 

（4）細胞膜に存在する GPI アンカー型タン
パ ク 質 の 網 羅 的 組 成 解 析 を 行 い 、
Glycosylphosphatidylinositolアンカー型タンパ
ク質（GPI-AP）の細胞内分布や低温馴化応答
性などを解析した。さらに、低温に応答する
GPI-AP（β-1,3-glucanase-like protein）の低温
馴化過程における機能を解析した。 

（5）マイクロドメイン脂質組成の凍結耐性
機構に対する関与を調べるため、ステロール
除去機能を持つ Methyl-β-cyclodextrin (MβCD)
を単離プロトプラストに処理し、その後の凍
結耐性を測定する実験系の確立を試みた。 
 
４．研究成果 
（1）細胞膜マイクロドメインプロテオーム： 
マイクロドメイン画分のショットガンプロ
テオーム解析により、カラスムギとライムギ
でそれぞれ、213 種、219 種の細胞膜マイク
ロドメインタンパク質を同定し、細胞膜マイ
クロドメインタンパク質の網羅的解析を可
能にした細胞膜マイクロドメインには様々
なトランスポーターやシグナル伝達関連タ
ンパク質が存在し、双子葉植物である
Arabidopsis とかなりの共通性が見られた。一
方、低温馴化過程では ATPase や Aquaporin
などのタンパク質の蓄積量が変動していた。
興味深いことに、GPI-AP は凍結耐性の高い
ライムギにおいて増加し、凍結耐性の低いカ
ラスムギでは変動が見られなかった。このこ
とからマイクロドメインタンパク質は低温
馴化に応答し、それらの変動パターンは凍結



耐性に関連していることが示唆された。 
 

 
（2）細胞膜マイクロドメインリピドーム：
主要な結果は、①細胞膜マイクロドメインに
はステロール脂質、スフィンゴ脂質、および、
飽和型アシル基を持つリン脂質の含量が細
胞膜（平均）よりも高いこと、②ライムギの
主要なステロール脂質が遊離型であるのに
対し、カラスムギではアシル基結合型ステロ
ール配糖体であること、そして、③低温馴化
過程におけるステロール脂質とスフィンゴ
脂質の変動パターンがライムギとカラスム
ギで異なっていること、などを見いだした。
これらの結果は、細胞膜マイクロドメインの
熱力学的特性や生理学的機能、さらには両種
の凍結耐性の違いにも影響を与えているも
のと考えられた。 

 
（3）DRP1E の低温馴化機構への関与： 低温
馴化過程で細胞膜マイクロドメイン中に誘
導されるエンドサイトーシス関連のダイナ
ミン様タンパク質（DRP1E）発現変異シロイ

ヌナズナ（欠損体と相補発現体）を使い、凍
結耐性や細胞膜プロテオームに与える
DRP1E の影響を解析した。その結果、低温馴
化後、DRP1E 欠損体では凍結耐性が野生型と
同程度まで上昇しないこと、および、細胞膜
プロテオームにおいても、特異的に DRP1E
欠損によって低温誘導性変動が押さえられ
るものが存在すること、さらには、DRP1E 欠
損体に野生型 DRP1E 遺伝子を相補したもの
では、低温馴化による凍結耐性上昇が野生型
と同程度であることも明らかになった。また、
生化学的および細胞学的に解析により
DRP1E タンパク質は細胞膜に局在している
ことも観察できた。以上の結果から、DRP1E
タンパク質が関わる低温下でのエンドサイ
ト－シス系により細胞膜プロテオーム改変
の一部が制御されており、それが機能しない
場合に凍結耐性の上昇が十分に起こらない
ことが考えられた。 
 

表：ライムギ（上）とカラスムギ（下）の細胞膜
および細胞膜マイクロドメインの脂質組成 

図：（上）野生型（WT）と DRP１E 欠損体の凍
結耐性。（下）drp1e 変異体と野生型（WT）の若
い葉で見られる低温応答性タンパク質 



（4）GPI アンカー型タンパク質の網羅的解析
と β-1,3-glucanase-like protein の低温馴化過程
への関与： 次に、植物の低温馴化機構との
関係が全く調べられていなかったGPIアンカ
ー型タンパク質について、シロイヌナズナ細
胞膜画分を用いた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。その中から、低温馴化
に応答して発現量が増加する GPI-AP として
β-1,3-glucanase- like protein（At3g04010）を選
び 出 し解析 を 進めた 。 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った。さらに、低
温馴化過程でカロースが原形質連絡糸周辺
に多く蓄積すること、などを見いだした。こ
れらの結果は、低温馴化過程においてカロー
スが分解されることが原形質連絡糸を介し
た物質輸送等に重要であることを示唆して

いるものと考えられる。 
（5）その他の結果：特異的ステロール除去
剤 MβCD により細胞膜ステロール脂質を除
去、あるいは、含量低下させた場合の細胞の
凍結耐性、凍結融解過程における細胞膜の挙
動、さらには、細胞膜マイクロドメインタン

パク質の局在に対する影響を調査するため
の実験条件を検討したが、条件確立までには
至らなかった。その理由として、MβCD 処理
後の細胞膜単離および脂質抽出が十分その
後の解析に耐えられる量的及び質的保証が
得られなかったことがあげられる。さらに条
件検討を進める必要がある。 
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