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研究成果の概要（和文）：我々が開発した新規の低温顕微鏡技術により、これまでより高解像度での凍結観察が
可能となった。この技術により、木本性植物4種および草本性植物7種において、低温･凍結下における小胞体の
動態観察を行った。まず、全ての植物において、細胞外の凍結により小胞体の流動性が停止した。シロイヌナズ
ナではさらに、液胞膜、ゴルジ体、葉緑体およびアクチンフィラメントも全て凍結によりその流動性が停止し、
また、凍結中の細胞内カルシウム濃度は高いまま維持されていた。以上より、植物細胞は凍結下で生き延びるた
めに、カルシウムをシグナルとして、その活動を強制的に低下させている可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：Our novel cryo-microscopy technique enabled cryo-observation at higher 
resolutions than ever. We used this technique to observe the dynamics of the endoplasmic reticulum 
(ER) under freezing in 4 species of woody plants and 7 species of herbaceous plants. In all plants, 
it was observed that the extracellular freezing induced the cessation of the streaming of ER. In 
Arabidopsis thaliana, furthermore, we observed the cryo-dynamics of the vacuolar membrane, the Golgi
 apparatus, the chloroplast and the actin filament, and all of their streamings were stopped by 
freezing. It was also observed that the intracellular calcium concentration was maintained high 
during freezing. Taken together, it is possible that plant cells which survive under freezing 
forcibly reduce their activity using calcium as a signal of extracelluar freezing.

研究分野： 低温および凍結下における植物生理学

キーワード： 植物　凍結耐性　低温顕微鏡技術　凍結観察　ライブイメージング　オルガネラ動態　アクチンフィラ
メント動態　細胞内カルシウム
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１．研究開始当初の背景 
 
 凍結耐性機構の解明は安定的な農産物供
給のためには必須であり、そのため、この研
究は 100 年以上もの長い歴史がある。しかし
未だに、凍結中でどの様な生命活動が営まれ
ているかはほとんど解明されておらず、その
結果、凍結耐性機構も不透明なままである。 
 凍結耐性機構には様々な機能性分子が関
与し、例えば、寒冷な地域で暮らす植物は気
温低下に伴いこれらの分子を発現させる（低
温馴化）。近年、我々は、凍結耐性の高い植
物細胞で細胞膜や小胞体（ER: endoplasmic 
reticulum）の膜構造が凍結下でダイナミッ
クに変動することを明らかにしてきた
（Yamazaki et al. 2008, Tanino et al. 2013）。
これらの凍結動態は凍結耐性機構に深く関
与すると推定されている。また、最近の我々
の観察では、これら細胞膜および ER の膜動
態は独立したものではなく、相互作用しあう
凍結動態であることを示唆するデータが得
られている。しかし、その相互作用に関する
や詳細な機構や役割に関してはほとんど未
知なままである。この原因は、凍結下で“観
る”技術が不十分であり、空間・時間分解能
が一般の顕微鏡観察と比べると著しく低い
ことにある。 
 上記のような背景を考えると、凍結下で生
きた現象を“観る”技術が発展すれば、低温
生理学の分野に大きなブレークスルーがも
たらされる。これまで我々は、このような観
点から凍結下での観察可能な光学顕微鏡技
術を開発し、現在も、別の研究費（JST: 
A-STEP）でより高解像度での観察可能な系
を開発中であり、平成 25 年度半ばまでに新
たな系が完成する予定である。 
 
 
２．研究の目的 
 
 我々は、凍結下で生きた植物細胞を共焦点
顕微鏡で観る、という世界でもユニークな技
術を開発し、細胞膜や ER の膜構造が凍結下
で動的に変化する様子を、世界で初めて見い
だしてきた。一方、それぞれの膜系はカルシ
ウムを介して相互作用し、凍結耐性向上に関
与している可能性があるものの、依然、詳細
は不透明であり、その結果、この生理的意味
はほとんどが未知なままである。 
 本研究課題では、シロイヌナズナを中心に
複数の植物を用いて、膜系および特定のタン
パク質の凍結動態（細胞膜、細胞膜タンパク
質、ER などの細胞内膜、アクチンフィラメ
ント）および細胞内カルシウム変動のリアル
タイム解析を行い、凍結下での一般的な細胞
生理学的現象を明らかにする。これらの解析
は直接凍結耐性の解明に結びつき、高凍結耐
性植物の作成の基礎となる。 
 
 

３．研究の方法 
 
（１）蛍光マーカータンパク質を発現する形
質転換植物の作成 
 様々な蛍光タンパク質を融合させたオル
ガネラマーカータンパク質を発現させるバ
イナリーベクターを入手し、形質転換植物を
作成した．また、アクチン結合性タンパク
ABD2-GFP 過剰発現する形質転換植物は他研
究室より入手した。 
 
（２）様々な植物での細胞膜および ER の凍
結動態の一般性について 
 細胞膜の凍結動態はシロイヌナズナのみ、
ER の凍結動態はネギおよびシロイヌナズナ
でしか観察されていない。そこで、植物一般
的な現象であるかをいくつかの植物を用い
て検討を行った。 
 細胞膜の凍結動態に関しては、プロトプラ
ストを用いる実験系において観察されてき
たため、Yamazaki ら（2008）の方法に従い観
察を行った。ER の凍結動態は凍結による試料
の移動および氷晶による不鮮明さを最小限
に抑えるため、新たな方法を構築した。観察
手順は下記の通りである．まず，厚さ 100〜
200 µm程度の切片を手作業にて作成後，5 µM 
ER-Tracker (ThermoFisher)を含む溶液によ
り小胞体の蛍光染色を室温で行った．18×24 
mm のカバーガラスに 1%寒天溶液（1% Agar, 1 
mM Mes/KOH （pH 5.6），1 mM CaCl2）を厚
さ 100〜200 µm 程度になるように敷き詰め，
寒天が固化した後，カバーガラスの周辺に乾
燥防止用のシリコングリスを塗り，染色した
植物試料を上部のみ寒天から露出する様に
埋め込み，最後に，18×24 mm のカバーガラ
スを上にのせることにより試料を封入した．
次に，熱伝導効率を上げるためにペースト状
熱伝導ゲルλ GEL （タイカ）を 20℃に設定
された低温ステージ上に薄く塗布した後，封
入された試料を載せた．また，試料を凍結さ
せる場合はカバーガラスの一部をステージ
上の植氷部位に触れさせた．目的の温度に達
した後もしくは凍結後 10 分以上経ってから
レーザー共焦点顕微鏡にて観察を行った． 
 
（３）凍結による細胞内カルシウム濃度変動
とその影響 
 複数の蛍光試薬およびカルシウムセンサ
ータンパク質Yellow Cameleon 3.6を使用し、
細胞内カルシウム濃度変化を凍結前後およ
び凍結中において解析を試みた。また、
Yellow Cameleon 3.6 により細胞内カルシウ
ムの変動を観察するため、このタンパク質を
発現する形質転換植物を他研究室より入手
した。低温および凍結下での観察は、ER動態
の観察系と同様の系を用いた。Yellow 
Cameleon 3.6 の場合、さらに、植物を非破壊
で低温･凍結観察できる顕微鏡観察系を構築
したので、この系でも観察を行った 
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４．研究成果
 
（１）
 低温馴化したシロイヌナズナプロトプラ
ストの細胞膜を蛍光染色し、凍結下で観察を
行うと、凍結により細胞膜が陥入して生じる
小胞（
される。一方、過去の文献では、低温馴化し
たライムギプロトプラストの細胞膜を凍結
下で観察を行うと、細胞の外側に襞状の構造
物が観察されることが報告されている。平成
２５年度に完成した新規の凍結顕微鏡観察
系では、これまでより高解像度での凍結観察
が可能となった（図１）。そこで、我々もラ
イムギプロトプラストを用いて、凍結下の細
胞膜観察を試みた。その結果、細胞の外側に
襞状の構造物が細胞膜から延びている様子
と同時に、
に、FIV
低温馴化
トを用いて
を試みた。−
果、両者は凍結下では僅かに染色が重なった
箇所は見られたが、ほとんどは独立していた。
そのため、凍結中の細胞内では、
は結合せずに
が示唆された。
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木本植物については，セイヨウハコヤナギ，
ツバキおよびマサキを用いて観察を試みた．
また，ライムギおよびカラスムギに関しては，
人工気象器内で育てた後，2℃12 時間明期の
人工的な低温馴化を4週間行った試料を用い
て，それ以外の植物は，冬季，野外より採取
した試料を用いた． 
 まず，草本性植物の場合，過冷却における
観察を行ったところ，温度低下に伴う流動性
の低下が観察され，また，-2℃の過冷却の状
態でもその流動性は 20℃の時と比べかなり
低下していたものの，十分な流動性は認めら 
 

図 2 −2℃過冷却もしくは凍結下での草本性
植物における ER 動態 
 

図 3 木本性植物における ER の低温およ 
   び凍結動態 

れた（図 2）．次に，-2℃で凍結した場合，観
察した全ての草本性植物において流動性の
停止が見られた。一方，ネギおよびシロイヌ
ナズナで見られた凍結に伴う ER の小胞化現
象は， ライムギおよびカラスムギでは観察
されたが，他の植物では見られず，凍結下に
おいても ER のフィラメント構造は維持され
ていた． 
 次に，木本性植物の場合，常緑樹に関して
は葉の葉脈における細胞を，落葉樹に関して
は 1 年生の枝の細胞を中心に観察を行った
（図 3）．20℃において比較的流動性の見られ
た細胞において観察を行ったところ，まず，
温度低下に伴う流動性の低下が観察された．
次に，−2℃において凍結前後の動態比較を行
ったところ，構造的な変化は見られなかった
が，凍結に伴う流動性の停止が，僅かにでは
あるが観察された． 
 本研究項目をまとめると，様々な植物に
おける凍結前後での小胞体動態が明らかと
なり，まず，１）常温における小胞体動態
が木本類と草本類とで大きく異なる傾向が
あること，２）常温で小胞体の流動性が確認
された場合，凍結に伴いその流動性が停止す
ること，が確認された．次に，３）ネギおよ
びシロイヌナズナで観察された凍結に伴う
ER の小胞化は，全ての植物において観察は
されなかった．一方で，ERの凍結誘導性小胞
化が観察された植物は全て人工環境で育成
し低温馴化を行ったものであった．今後，こ
の事が一般的なことか否かを，同一植物を使
い，野外と人工環境での差異を検証する事は，
人工環境での植物管理を考える上で重要な
ことであると考える．  
 
（３）様々なオルガネラ凍結動態 
 ゴルジ体，液胞膜およびアクチンフィラメ
ントの動態を，蛍光タンパク質を発現させた
シロイヌナズナを用いて試みた。また，葉緑
体も葉肉細胞で大きさが発達したもの以外
は，細胞内を活発に移動するため，これらに
関してもクロロフィルの自家蛍光を利用し 
 

図 4 低温馴化した植物におけるオルガ 
   ネラおよびアクチンフィラメント 
   の凍結動態 



観察を行った．また，観察は
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 まず，低温動態について観察を行ったとこ
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ラメントは
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おいてもそのフィラメント構造は維持され
ていた．アクチンフィラメントに関しては低
温馴化前での試料でも観察を行ったが，興味
深いことに，その場合は，凍結に伴いフィラ
メント構造は消失した．
 
（４）
顕微鏡観察系の開発
 平成２５年度に完成した新規の凍結顕微
鏡観察系では
結観察が可能となった
冷やすには
ズ（0.75NA
た。そこで新規の凍結顕微鏡観察系をさらに
発展させるためいくつかの試作を行った
の結果
できるジャケット付きビーカー内に入れる
観察系が
とが分かった
丸ごと凍結しながら共焦点顕微鏡観察が出
来ることを確認した
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観察したオルガネラおよびアクチンフィラ
メントはすべて，凍結に伴い流動性が停止し
た（図 4）．−2℃まで観察された液胞のフィラ
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の結果，サンプルからレンズまでを温度制御
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観察系が，最も温度を安定的に制御できるこ
とが分かった．少なくとも現時点で植物個体
丸ごと凍結しながら共焦点顕微鏡観察が出
来ることを確認した
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