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学位論文内容の要旨

地球上の植物は、外界のさまざまな環境変化に適応して生育している。特に、冬季の凍結スト

レスに対する適応能カは、植物の生育限界を決める上で非常に重要である。植物の凍結傷害、

および凍結耐性の研究は主に高等植物を用いて行われている。しかしながら、これらの植物で

は、組織、器官間で凍結耐性能カや凍結様式が異なる他、加齢や部位によっても耐凍性の違い

がみられる。このため、植物の細胞レベルでの耐凍I生獲得機購に関して不明な点が多しゝ。

  コケ植物蘚類ヒヌツリガネゴケ(Physcomitrella Datensは、相同組換え率が高いことから、

植物で唯一遺伝子夕ーゲテイングを利用した単一遺伝子の破壊が出来る植物である。体裁が単

純で、高等植物と比べ器官や組織の分化も進んでいなし〕ことから、細胞レベルでの解析が比較

的容易である。また、分子生物学的解析用の実験系も確立しつっあることから、今後新たなモ

デル植物として発展することが期待される。しかしながら、コケ植物を含む非維管束植物の而寸

凍性機構に関する知見は非常に少ない。そこで、ヒヌツリガネゴケを耐凍性研究の新たなモデ

ル植物として確立することを目的とし、ヒメツリガネゴケのストレス応答機構や、耐凍性獲得

過程における生理学的変化について詳細に解析した。

1．ヒメツ リガネゴ ケ原糸体細胞のアプシジン酸(ABA)処理による耐凍性上昇に伴

    う生理的変化の解析

  乾燥や塩、低温などの環境ストレスにさらされた高等植物では、植物ホルモンのアプシジン

酸(ABA)がシグナルとなって遺伝子やタンパク質の発現を誘導し、細胞のストレス耐性の獲

得に貢献することが知られている。通常の培養条件下のヒメツリガネゴケ細胞の耐凍性LT00

(50％の細胞が傷害を受ける温度）tま、約-2℃と非常に低かった。レかしながら、10 uM ABA

1日処理後の耐凍性LToはー10℃まで上昇し、高等植物と同様、ABAがストレスホルモンとし

て機能することを示した。

  夕ンパク質の解析を行ったところ、AI3Aは、ヒメツリガネゴケ細胞において熱安定1生夕ンパ

ク質の蓄積を誘導した。種子の乾燥時に大量に蓄積することが知られているLFA（Lae―

em恥′0genesisぬ．uldat）夕ンパク質は捌ぐI生カ滴く、熱に対しd淀1生を持っものカ渉しゝ。

AEAによる而寸凍性上昇は、夕ンパク質合成阻害剤であるシクロヘキシミドによって阻害された

ことから、LEAのような親水性夕ンパク質の合成が促進され大量に蓄積することで、細胞内に

水を 保持し凍 結脱水スト レスから 細胞を保 護レてい る可能性 が考えら れた。．
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  ABAで誘導されるヒメツリガネゴケPPAR (_Physcomitrella Datens ABA res.D011sive)遺

伝子を、ディファレンシャルディスプレイ法や、ディファレンシャルスクリ一二ング法、ビ汀

デ一夕ーベースを使った遺伝子検索によって同定した。他の生物と相同性がみられない新規の

遺伝子も含まれていたが、PPAR遺伝子のほとんどは、高等植物の遺伝子、例えば、LEAや抗

酸化作用を持つタンパク質、また、水チャネルなど膜夕ンパク質をコードする遺伝子と相同性

が見られた。一方、高等植物ではなく、パクテリアや緑藻、シダ、コケ植物の遺伝子と相同性

がみられるものも含まれていたことから、コケ植物独自のストレス応答機構が存在する可能性

が推察された。これら遺伝子の多くは数時間のABA処理で顕著に発現が誘導された。

  また、高張のマンニトールや塩処理によっても、耐凍性が上昇した。PPAR遺伝子の中には

これら高張溶液の処理でも発現するものが多くあった。これらのことから、PPAR遺伝子発現

と耐凍1生上昇カ鉢B関することを示唆した。

2.ヒメツリガネゴケの低温馴化

  越冬性植物は、秋から冬にかけての日長や気温変化を認識し、凍結に対する耐性を増加させ

る。この過程は低温馴化とよばれ、凍らない程度の低温にさらすことによっても再現が可能で

ある。モデル植物のシロイヌナズナでは低温馴化過程で光依存的に耐凍1生が上昇する。また、

低温処理による内生ABA量の1畳的な増加が細胞内の多様な変化を促進し、耐凍性を向上させ

る。そこでコケ植物の低温馴化機構に関する生理学的変化について解析し、高等植物の機構と

比較した。

25℃で培養したヒヌツリガネゴケ細胞を異なる低温で数臼問処理したところ、15℃処理で

は耐凍性の上昇はみられなかったが、0℃から10℃の低温処理した場合、耐凍l'ftの増加がみ

られ、0℃処理の場合に最大の耐凍性を示した。この低温処理ではPPAR遺伝子や熱安定性夕

ンパク質の発現変化、可溶性糖の増加がみられた。暗所下でも低温馴化し、耐凍性の上昇には

光を必要としないことが明らかとなった。また、低温処理期間におけるヒヌツリガネゴケ原糸

体細胞の内生ABA量をGC-1¥4Sによって測定したところ、低温処理期間を通してABA量は増

加せず、ほぽ2ng/g乾重量の値を保ってしゝた。これらの結果から、低温馴化過程のヒメツリ

ガネゴケが、高等植物でみられる内生ABA量の増加や光シグナルによる低温馴化促進経路を介

さないで耐凍性を向上させていることが明らかとなった。

  コケ植物のABA誘導性遺伝子の多くは高等植物のストレス応答遺伝子と相同性を示した。ま

た、ストレス応答に伴う耐凍性上昇過程では、ストレス関連遺伝子や熱安定性夕ンバク質の発

現誘導、可溶性糖の蓄積がみられるなど、高等植物のストレス応答機構と類似点が多いことを

明らかにした。これらの結果は、ヒヌツリガネゴケの耐凍性研究のモデル系としての有用性を

明確に示したものである。この研究で同定されたストレス関連遺伝子を使った遺伝子破壊を合

む分子生物学的手法を取り入れた詳細な研究によって、高等植物を用いた研究では成し得ない

細胞 レベルで のストレス 応剳矧冓 の解明に 大きく貢 献するこ とが期待 される。
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温帯以北に生育する植物は秋から冬の日長変化や気温低下を認識し、形態学的・生理学

的変化が起こる。このような低温J~JIIイ匕と呼ばれる過程を經て、植物の凍結nt（耐凍性）は上

昇し冬期の凍結温度下での生存が可能となる。また、植物の耐凍性は常温下における植物

ホルモンのアブシジン酸(ABA)処理でも増加することが知られている。申請者は温帯に分布

するコケ植物ヒメツリガネゴケ(Physcomitreぬpa亡ens）原糸体細胞を用い、耐凍性獲得過程で

起こる生理学的変化について解析を行った。ヒメツリガネゴケは、高等植物では困難な遺伝

子ターゲティングによる単一遺伝子破壊が可能で、逆遺伝学的手法が利用できる植物として

近年注目されている。しかしながら、これまでコケ植物の耐凍陸獲得機構における遺伝子レ

ベルでの解析例はなく、最初の陸ヒ植物であるコケ植物の耐凍性獲得機構の解析は、陸上

植物の寒冷環境への適応i隹イヒ；．を明らかにする上でも非常に重要二だと考えられる。

25℃で無菌培養したヒメツリガネゴケ原糸体細胞の耐凍陸は非常に低く、耐凍性L1、∞（細胞

の50％生存率）は―2℃であった。申請者は、耐凍性を誘導するストレス処理として、」噛Aや低

温、浸透圧、塩処理を行い、ストレス条件下における原糸体細胞の耐凍陸の変化を調べた。

その結果、鰮へ10uM処理では、わずか数時間で耐凍陸の上昇がみられ24時間処理後の

LT50は―10℃まで増加し、ヒメツリガネゴケのABA応答が速やかに起こることを示した。また、

高浸透圧・塩処理でも耐凍陸の上昇がみられ、0．5Mマンニトールによる高浸透圧1日処理で

のLT50ftー6℃であった。―方、低温処理では耐凍性の上昇に数日間を要し、O℃低温処理

7日目でもLT50は一一4℃と低い値を示した。さらに、GG―MS（ガスクロマトグラフイー質量分析

法）によって、ストレス条件下におけるヒメツリガネゴケの内生ABA量を調べた。その結果、内

生ABA量は浸透圧処理によって増加したが、低温処理期間では増加せず、ほば2ng/g乾

重量の値を保っていた。このことから、内生ABAの増加が耐凍性の獲得に有する時聞や程

度の違い影響を与えていることが推察された。また、コケ植物は維管束系を持たない故に、

ABAの蓄積が細胞外（培地中）にも認められたが、今回申請者が行った処理期間中における



ABAの蓄積量は微量で、細胞の耐凍陸上昇に影響を与えるほどではないことを証明した。

これらの耐凍性獲得過程で誘導をうけるPPAR(Pyscomitre！幽patensAB舳IesponSive）遺伝

子を、ディファレンシャルディスプレイ法やディファレンシャルスクリーニング法によって約12

O個同定した。遺伝子角翠析の結果から、ヒメツリガネゴケストレス誘導性遺伝子群が高等植物

のそれときわめて高い共通性を持っことがわかり、植物の耐凍陛研究のモデル植物としての

有用性が示された。また、熱安定性タンパク質の発現変化、スクロースなど可溶陸糖の蓄積

を伴った細胞内浸透濃度の増加がみられ、これらの生理学的変化が耐凍性の獲得に関与し

ている可能眦う§示された。特にABA処理による耐凍陸の上昇には、可溶陛糖の蓄積だけで

は不十分で、新規のタンパク質合成過程が耐凍性の向上には必須であることを明らかにし

た。

  申請者の研究によって、コケ植物が、ABAをストレスホルモンとして認識し、耐凍性を向上

させることが明らかとなった。また、高浸透圧条件下では内生ABAの増加を介した経路で、

低温馴化過程では内生ABAの増加に非依存的なシグナル経路により生理学的変化を伴つ

た耐凍性上昇を引き起こすことが示唆された。高等植物のストレス応答におけるシグナル系

では、転写因子CBFに代；表されるABA琲三依存的經略、転写因子DREB2に代表されるABA

依存的シグナル伝達経路によってストレス誘導性遺伝子の発現繊隣が調節を受けることが知

られている。この研究は、陸ヒ植物の中で最も原始的なコケ植物が、すでに高等植物と共通

したストレス応答シグナル伝達機構を持っことを証明した。また、低温処理では、O、4、10、1

5℃という温度の違いを認識し、遺伝子発現や耐凍陸が温度依存的に変化したことから、ヒメ

ツリガネゴケが非常に精度の高い温度認識システムを持っことを明らかにした。一方で、低

温誘導性遺伝子発現や可溶陸糖の蓄積、耐凍陸の上昇が暗所下でも起こったことから、高

等植物で知られている光依存的な遺伝子発現や可溶陸糖の蓄積を伴う耐凍陛向上機構が、

コ ケ 植 物 以 降 の 進 化 の 過 程 で 得 ら れ た 可 飽 性 を 申 請 者 は 推 察 し て い た 。

  申請者は、セリン・スレオニンプロテインキナーゼをコードするR獄3遺伝子破壊株を作成

し、ストレス条件下での耐凍陸が野生株よりも減少するという結果を得ている。今後、このよう

な遺伝子改変植物体を用いた解析によって、植物の刑凍性研究が大きく発展し、ヒメツリガネ

ゴケが植物に共通する基本的な分子機溝を解明する上で好ましいモデル植物としてなり得る

ことを提示した発表であった。

審査員一同は、これらの成果を高く評価し、また研究者として誠実かつ熱心であり、大学院

課程における研鑽や取得単位なども併せ申請者が博士（地球環境科学）の学位を受けるの

に充分な資格を有するものと判断した。


