
植物科学の新展開
- 分子から群集まで広視野研究をめざす -

Molecule

シンポジウム「植物科学の新展開」編集委員会(編)



植物科学の新展開

- 1 -

ごあいさつ

　北海道大学での先端シンポジウムとして「植物科学の新展開：分子から群集まで広視野

研究をめざす」を開催できますことを心から喜んでおります。主催は北海道大学 低温科学

研究所 植物凍害科学部門で吉田静夫先生のご指導のもと､学生として､あるいはスタッフ

として学ばせていただいた仲間です。

　21世紀を迎えて科学と社会の両面で研究者に求められることが多くなりました。新しい

視点で研究を推進し､意味のある研究に育て上げ､社会に対しても成果を説明することが､

研究者の責任と言われるようになっています。社会的な財を利用し消費して研究をしてい

るので､これらの要請を受け入れざるを得ません。

　しかし今日は､もう少し頭を柔らかくして､学問・研究のはじめの部分､つまり生物を理解

する新しい研究のための新しい発想を得るための機会としたいと願っています。分子生物

学はテクノロジーと共にいっそう磨きをかけ､数多くの生物のゲノム解析が進み､網羅的解

析としてプロテオーム､メタボロームも推進され､そしてナノテクノロジーの成果により一

分子観察の成果も生み出されています。これらの研究には多額の予算と労力が必要で､担う

べきグループが推進しています。私たちすべての研究者がそれに参加する必要はなく､それ

らの成果を自らの研究土俵に活かすことで共有できます。

　本日の「分子から群集まで広視野研究をめざす」は､具体的な研究は特定の生物､限られ

た手法でとりくんでいても､研究者としての興味と視野は少しでも高く広くありたいとい

う意味での企画です。もちろん､生態学的視点をもった分子生物学が求められていることも

考慮しています。シンポジウムでご紹介いただく研究は､きっと私たちの脳をインスパイア

ーしてくれるはずで､それぞれの研究土俵を充実することにつながるものとおもいます。ご

出席いただいたそれぞれの方にとって､ヒントやひらめきが得られますことを祈りつつ､皆

さんとの再会を楽しみにしています。

前島正義

名古屋大学生命農学研究科
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この CD-Rについて

  本シンポジウム要旨は、全てこの CD-R に PDF

形式で収録されています。CD-R は、4-48 倍速対

応 650 Mb のものを使用しています。シンポジウ

ム原稿ファイルは全てDell PrecisionにてWindows

2000 上の Acrobat ver.5.05 で動作を確認していま

す。ファイルを開くには、Adobe Acrobat、Acrobat

Reader (フリーソフト)、Adobe Reader (フリーソフ

ト)のいずれかが必要となります。2004 年 10 月現

在、Adobe Reader が

http://www.adobe.co.jp/products/acrobat/readermain.h

tml

のホームページからダウンロード可能です。使用

されるコンピュータに、上記ソフトウェアのいず

れかをインストールしてご使用ください。

  動作等に不都合等がありましたら、事務局の方

へ連絡ください。全てのことを解決することは困

難だと思われますが、できだけ対処したいと思い

ます。

  おまけとして、”/photo”のディレクトリに思い

出の写真が収録されています。お楽しみください。

事務局

露崎史朗

北海道大学大学院地球環境科学研究科

Tel: 011-706-2283

FAX: 011-706-4954

e-mail: tsuyu@ees.hokudai.ac.jp
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第 I 部

植物科学と低温科学
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細胞膜が変われば冬の寒さなんか平気?!

上村 松生

（岩手大学農学部附属寒冷バイオシステム研究センター）

はじめに

  北海道大学低温科学研究所は、低温環境下にお

ける植物の適応現象研究における世界的ハブと

して知られている。1979 年に大学院修士課程（理

学研究科植物学専攻）学生としてその門を叩いて

から、すでに 25 年の年月が過ぎた。それ以来、

札幌、イサカ（アメリカ・ニューヨーク州）、神

戸、再びイサカ、そして盛岡と場所を変えながら、

植物の低温適応機構について研究を続けている。

大雑把に言えば、この 25 年の間に植物寒冷適応

機構の研究は、急速に進んでいるが、そのような

状況の中で、「自分は、いったい、何に貢献でき

たのだろうか」と考えることも多い。本稿では、

今までの研究結果の一部を紹介し、今後の方向性

を探ってみたい。

植物の低温耐性獲得機構

  温帯性植物の多くは，秋から冬にかけての低温

（0℃以上の凍結しない温度）に反応して、凍結

に対する耐性を増大させる。植物によっては、短

日条件が必要な場合も存在する。この現象は、低

温馴化（Cold Acclimation）と呼ばれ、特定の遺伝

子群発現を通した様々な生理的反応の結果であ

ることが知られている（Weiser 1970, Guy 1990,

Thomashow 1999）。それらの生理的反応には、植

物ホルモンバランスの変動、細胞壁の硬化、生体

膜組成や機能の変動、細胞内における適合溶質

（糖、アミノ酸、グリシンベタインなどの中性低

分子可溶性物質）の蓄積、不凍タンパク質、氷核

タンパク質など凍結現象に影響を与える特定の

タンパク質や低分子化合物の合成、などがある

（Steponkus et al. 1993）。これらの生理的反応は多

様であり、一見、なぜ凍結耐性の増大に係わって

いるのかなど見当もつかない。しかし、凍結傷害

の初発部位が細胞膜（原形質膜）の機能障害であ

ることを考えれば、究極的には、細胞膜が凍結脱

水条件下で安定性を維持し、その機能を損なわな

いようにするために貢献しているに違いないと

私は考えている。

  植物細胞が凍結脱水状態において機能維持を

する分子機構を理解するためには、第一に、細胞

膜に生ずる傷害の分子機構を理解し、ついで、低

温馴化過程で起こる多様な変化が傷害発生を回

避するためにどのように関与しているのかを知

ることが必要であると考えて研究を進めた。

植物の凍結傷害機構

  我々は、植物組織（葉や塊茎など）から調製さ

れた単離プロトプラスト（酵素を用いて細胞壁を

分解し、細胞膜が露出した単離細胞）を材料に、

凍結融解過程で発生する傷害機構の解析を進め

てきた。単離プロトプラストを用いた実験系は、

細胞壁を持つ細胞系や異なった細胞の集団であ

る組織・器官・個体系とは異なる傷害機構を示す

可能性も指摘されているが、凍結融解過程におけ

る細胞膜の挙動を直接観察できるという大きな

魅力を持つ実験系である。さらに、凍結傷害機構

が、植物の凍結耐性の程度、低温馴化過程、さら

には、凍結温度や凍結融解速度などの条件によっ

て大きく変動することを考えると、プロトプラス

ト観察によって複雑な植物の低温馴化機構を具

体的に理解することは有効であろう。

  植物細胞が凍結する場合、細胞内が凍結する場

合（細胞内凍結）と細胞外が凍結し細胞内は凍結

しない場合（細胞外凍結）の 2 つが考えられる。

通常、野外で起こる凍結は、冷却速度が比較的遅
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く、組織内では細胞と細胞の間にある細胞間隙に

氷晶が最初に形成される（注：植物の組織、器官

などによっては、器官外凍結、過冷却などを起こ

す植物も知られている）。これは、細胞内に比べ

細胞間隙や細胞壁に存在する液体の浸透濃度が

低いこと、細胞外には細胞内に比べ氷晶核となる

物質が多く存在していることなどの理由が考え

られている（Uemura & Steponkus 1989）。一旦、

氷晶が形成されると、同じ温度における氷の表面

における水ポテンシャルが液体状態の水ポテン

シャルよりも低いため、氷晶表面に水分子が引き

つけられ、氷晶は成長する（酒井 1982）。その結

果、細胞内の水は細胞外に引き出されることにな

り、細胞は脱水収縮する。凍結過程における脱水

収縮により、細胞には温度ストレス、脱水ストレ

ス、機械ストレス、塩濃縮ストレス、酸化的スト

レスなど、多様な、そして、大きなストレスがか

かることになる（Levitt 1980）。その中でも、脱水

ストレスは細胞の生死を決定する最も重要なス

トレスであると考えられている（Steponkus 1984）。

  単離プロトプラストを用いた実験系により、細

胞レベルでは、細胞外凍結が誘導する凍結脱水に

起因する傷害機構が複数存在することが明らか

になった（ Steponkus et al. 1993, Uemura &

Steponkus 1989）。低温馴化前の耐凍性の低い細胞

では、凍結温度（あるいは、脱水程度）の違いに

より、2 つの異なった凍結傷害機構が観察される。

一つは、凍結温度が比較的高い場合（50%程度の

細胞が傷害を受ける程度）に観察され、凍結過程

で収縮するだけでは何ら問題はないが、融解に伴

う膨張過程で破裂する（Expansion-Induced Lysis;

EIL）ものである。さらに低い温度まで凍結する

と、細胞に非常に大きな脱水ストレスがかかり、

細胞の各膜系表面に結合していた水分子が失わ

れる。その結果、細胞膜と細胞小器官の膜系が相

互作用し、各膜系の独立性や細胞膜半透過性の喪

失、そして、細胞死がおこる（Loss of Osmotic

Responsiveness; LOR）。この時、生体膜が通常形

成している脂質二重層が崩れ、膜内タンパク質の

凝縮や、タンパク質が排除された領域ではヘキサ

ゴナル II 相という脂質相が観察される（図 1）

（Gordon-Kamm & Steponkus 1984）。

  一方，低温馴化を行い凍結耐性が増大すると、

EIL はどのような凍結温度においても観察されな

い。このような状態では、凍結温度にかかわらず

細胞は LOR により傷害を受けるが、低温馴化前

の細胞で観察されたヘキサゴナル II 相は全く観

察されない。それに変わって、2 つ以上の膜系が

融合した結果だと思われる微細構造（フラクチャ

ー・ジャンプ構造）が，細胞膜近傍において高頻

度で観察されるようになる（図 1）（Fujikawa &

Steponkus 1990, Webb et al. 1994, Uemura et al.

1995）。これらの結果は、低温馴化前後で起こる

細胞内外での様々な変動が、細胞膜に関連した凍

結傷害発生機構の変化を引き起こし、その結果と

して、凍結耐性の増大が起こるということを示唆

している。では，低温馴化過程で起こるどのよう

図 1 未馴化（A）及び馴化後（B）のシロイヌナズナの葉
から調整されたプロトプラストの細胞膜に見られる凍結

脱水に誘導される微細構造。馴化前はヘキサゴナル II相、
馴化後には Fracture-jump Lesion が見られる。図中の略
号は pm（細胞膜）、HII（ヘキサゴナル II相）、v（液胞膜）、
i（氷）、そして、fjl（Fracture-jump Lesion）。図中のバー
は500 nm (A)、あるいは、1 µm（B）。（Uemura et al. 1995）
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な変化が、凍結傷害発生機構の変動に関わってい

るのだろうか？

低温馴化における細胞膜脂質の役割

  凍結下における細胞膜の挙動を規定する要因

の一つは、細胞膜組成である。細胞膜は，脂質と

タンパク質の混合物であるが、その中で低温馴化

（凍結凍性増大）と脂質組成の関係については多

くの研究報告がある。1970 年代後半から 80 年代

にかけて、吉田静夫先生はオーチャードグラスや

クワを材料に純度の高い細胞膜を単離する方法

の確立や、低温馴化過程や脱馴化過程における細

胞膜脂質組成解析（Yoshida & Uemura 1984,

Uemura & Yoshida 1984）を精力的に行われた。こ

れらの論文は現在でも低温馴化と細胞膜脂質の

関連における論文にかなりの頻度で引用されて

いる。

  低温馴化する多くの植物（ライムギ、シロイヌ

ナズナ、キクイモ、クワ、オーチャードグラスな

ど）に共通して、低温馴化後には単位タンパク質

量当たりの細胞膜リン脂質含量が 20～70%も増

加する（表 1）。その増加の主な原因は、主要リン

脂質であるホスファチジルコリン（PC）とホスフ

ァチジルエタノールアミン（PE）の増加、特に、

不飽和脂肪酸を持つ分子種の増加によるもので

ある（Yoshida & Uemura 1984, Uemura & Yoshida

1984, Uemura & Steponkus 1994）。PC は水和度の

高い極性基を持ち、膜構成脂質の中では水分子を

引きつける能力が最も高い。従って、細胞膜にお

ける PC 含量の増加は、凍結脱水過程における膜

表面での水分子の維持に大きく貢献し、他の細胞

内膜系と細胞膜の脱水誘導性相互作用を抑えて

いるものと考えられる。事実、様々な脂質組成を

持つリポソームを用いた乾燥過程における実験

系では、PC に富んだリポソームは PC 含量の少な

いものに比べて膜融合の頻度が少ないことも報

告されている（Steponkus et al. 1993）。

  一方、PE の増加はそれほど単純に説明ができ

ない。PE はヘキサゴナル II 相を形成しやすい脂

質として知られ、事実、乾燥状態では常温でも容

易にヘキサゴナル II 相を形成する分子種も多く

知られている。PE 含量の増加が凍結耐性の増大

にどのように関わっているかはまだ明らかでは

ないが、PE 含量の増加が単独で意味を持つもの

ではなく、細胞膜脂質全体における構成比や脂質

とタンパク質との相互作用などの点において、何

らかの意味を持つと予想される。この点について、

最近、コムギ実生を用いて、低温馴化過程で PE

合成系酵素の一種をコードする遺伝子の発現が

増加することが示された（Imai 2004）。この結果

も、PE が細胞膜の物理的性質の決定だけではな

く、機能制御に関与している可能性を示唆してい

るものと考えられる。

  以上の結果は、細胞膜リン脂質の増加が凍結過

程における膜安定性の維持に寄与していること

を示唆しているが、それを直接証明したのは、特

表 1 低温馴化過程で見られる細胞膜リン脂質の増加

µmol/mg protein mol% of total lipids
植物

馴化前 馴化後 馴化前 馴化後
出典

Winter rye 1.04 1.26 38.7 43.4 Uemura & Yoshida 1984
36.6 43.3 Uemura & Steponkus 1994

Oat 28.9 39.5 Uemura & Steponkus 1994
Orchard grass 1.11 1.38 50.2 53.1 Yoshida & Uemura 1984
Jerusalem artichoke 1.15 1.50 45.9 46.9 Ishikawa & Yoshida 1985
Arabidopsis 46.8 57.1 Uemura et al. 1995

0.94 1.12 51.5 55.2 Kawamura & Uemura (unpublished)
Mulberry 1.02 1.72 57.1 69.0 Yoshida 1984
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定の脂質から構成されたリポソームを融合した

プロトプラストを用い、細胞膜脂質組成を人工的

に変化させた場合の凍結傷害機構を解析した研

究である（ Steponkus et al. 1988, Uemura &

Steponkus 1989）。低温馴化前の耐凍性の低い植物

から単離されたプロトプラストに、不飽和脂肪酸

を含む PC からなるリポソームを融合して、細胞

膜脂質組成を低温馴化後に近い状態になるよう

に人工的に操作すると、耐凍性は増加した。さら

に、この凍結耐性増大は低温馴化前に見られた

EIL の発生が完全に回避されること、細胞膜で見

られたヘキサゴナル II 相も発生頻度が低下する

こと、が原因であること明らかになった

（Sugawara & Steponkus 1990）。これらの結果は、

低温馴化過程で起こる細胞膜における PC 含量の

増加は、凍結傷害発生機構の変動と直接相関して

いることを示している。

  さらに、低温馴化過程において、細胞膜の糖脂

質（グルコセレブロシド、CER）含量が複数の植

物で共通して減少する（Steponkus et al. 1993）。

CER は水和度が低い脂質で、さらに融点も高い。

そのため、温度低下や脱水過程で、水和度が高く

融点が低いリン脂質と相分離の状態になり、細胞

膜の構造機能に大きな影響を与えるものと考え

られている（Cahoon & Lynch 1991）。さらに、CER

が多く含まれるリポソームでは、ヘキサゴナル II

相や膜融合が起こりやすいことが試験管内の実

験により示されている（Steponkus et al. 1993）。従

って、低温馴化過程で細胞膜に含まれる CER が

減少することは、凍結傷害発生を抑え、凍結耐性

増大に貢献しているものと考えられる。

  細胞膜には、ステロール脂質も多い。ステロー

ル脂質は、遊離ステロール（FS）、ステリルグル

コシド（SG）、および、アシルステリルグルコシ

ド（ASG）の 3 つに分けられる。複数の植物を用

いた研究結果では、低温馴化過程におけるこれら

ステロール脂質の変化に規則性が認めらなかっ

た（Steponkus et al. 1993）。しかし、耐凍性の高い

植物（ライムギ）と低い植物（カラスムギ）を比

べた場合、主要ステロール脂質として、ライムギ

の細胞膜は FS を含んでいるのに対し、カラスム

ギの細胞膜には ASG が多い（Uemura & Steponkus

1994）。リン脂質共存下で作成されたリポソーム

の脱水過程における挙動を調べてみると、これら

二つのステロール脂質の影響は大きく異なって

いる（Webb et al. 1995）。つまり、ASG を含むリ

ポソームは FS を含むものに比べ、より小さな脱

水度でヘキサゴナル II 相転移を引き起こす。すな

わち、ASG は FS に比べて、脂質安定性を低下さ

せる働きが大きい。従って、ライムギとカラスム

ギの耐凍性の違い、言い換えれば、細胞膜の脱水

下での安定性の違いの一部は、ステロール脂質組

成に依存しているのかもしれない。

低温馴化における細胞膜タンパク質の役割

  それでは、細胞膜に含まれる重要なもう一つの

成分であるタンパク質が凍結耐性の増大に対し

て与える影響はあるのだろうか？この問題につ

いても、吉田静夫先生は 1980 年代初めから研究

を進められていた。しかし、つい最近まで、低温

馴化過程における細胞膜タンパク質（単離細胞膜

画分に存在するタンパク質という意味で用いる）

の変動は、二次元電気泳動による解析によって示

されていたにすぎず（Yoshida & Uemura 1984,

Uemura & Yoshida 1984）、それらの変動するタン

パク質の実体や機能を詳細に研究した報告はほ

とんど存在していなかった。一方、近年急速に発

展した分子生物学・プロテオミックス方法を用い

て報告されたものを検索しても、低温に応答して

変動する細胞膜タンパク質を同定したものは非

常に限られていた（Goodwin et al. 1996, Brenton et

al. 2000）。そこで、1999 年から、私たちはシロイ

ヌナズナ細胞膜において低温馴化に応答して変

動するタンパク質を網羅的に同定することを開

始した（Kawamura & Uemura 2003）。

  シロイヌナズナを用いて、低温馴化に応答して

約 40 個の細胞膜タンパク質が量的に変動するこ

とを明らかにした（図 1）。変動するタンパク質の
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多くは、シロイヌナズナの凍結耐性が大きく増大

する馴化 24 時間以内に変動していることも明ら

かになり、タンパク質変動は非常に早く起こるこ

とが示された。同時に行った脂質分析の結果は、

馴化 24 時間後では大きな変動がないことを示し

ており、馴化 24 時間で起こる細胞膜の凍結挙動

の変化には細胞膜タンパク質が関与している可

能性が示唆された。

  ついで、これらの低温馴化過程応答細胞膜タン

パク質を質量分析（マトリックス支援型レーザー

イオン化飛行時間型質量分析、MALDI/TOF-MS）

によって同定することを試みた。この方法は、ペ

プチド断片のアミノ酸配列を決定することによ

るタンパク質同定法に比べて、非常に少ない量で

解析することが可能であり、シロイヌナズナのよ

うに全遺伝子にコードされているタンパク質に

関する情報が揃っている植物では、強力な解析方

法となる。MALDI/TOF-MS によってほとんどの

低温馴化応答細胞膜タンパク質

の同定に成功し、その中には、膜

修復、浸透ストレス防御タンパク

質、タンパク質分解、それに、低

温や乾燥に応答して出現するタ

ンパク質（デハイドリンなど）な

どが含まれていることが判明し

た。

  次に課せられたことは、これら

の低温馴化応答細胞膜タンパク

質の機能を解析することである。

そのために、低温馴化応答細胞膜

タンパク質をコードする遺伝子

を導入した過剰発現形質転換シ

ロイヌナズナを作成し、形質転換

体の凍結耐性や単離プロトプラ

ストの凍結挙動を調べている。現

在までに、リポカリン様タンパク

質（AtLCN）やデハイドリンの一

種（ERD14）を過剰発現する形質

転換体が野生型に比べて高い凍

結耐性を有していることを明ら

かにした（Tominaga et al. 2005）。凍結耐性は多く

の遺伝子発現制御の結果として表されるもので

あるため、1 個の機能遺伝子を過剰発現しても、

凍結耐性の増大程度は小さい。しかし、AtLCN も

ERD14 形質転換体も、再現性のある結果を得てい

る。さらに興味深いのは、単離プロトプラストを

用い、冷却速度を変えて-10℃までの凍結過程とそ

の温度からの融解過程について低温顕微鏡観察

すると、AtLCN 形質転換体は EIL 発生が抑えられ

ている傾向があること、ERD14 形質転換体はそれ

に加えて早い冷却速度における細胞内凍結発生

が抑えられていることが示唆された。以上の結果

は、低温馴化過程で細胞膜近傍に蓄積される

AtLCN および ERD14 の機能が異なっていること

を示している。さらに、低温馴化応答細胞膜タン

パク質の作用分子機構に関する研究を進めるこ

とにしている。

図 2 シロイヌナズナの葉から調整された細胞膜画分に存在するタンパク質の 2
次元電気泳動像。馴化前（NA）から馴化 1日後（ACC 1 day）の間に多くのス
ポットが量的に変動していることがわかる。ACC 2 dayは馴化 2日目、ACC 4
daysは馴化 4日目、ACC7daysは馴化 7日目を示す。（Kawamura & Uemura
2003）
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おわりに

  凍結脱水過程における細胞膜の挙動は、細胞膜

自身の組成のみによって決定されるものではな

い。しかし、以上述べてきたように、低温馴化過

程で細胞膜脂質・タンパク質組成が大きく変動す

るという事実から、これらの変動が凍結耐性増大

に置いて大きな役割を担っていることは疑いな

い。また、変動する脂質やタンパク質成分が果た

す凍結耐性増大に対する機能を解析する必要が

あるのは言うまでもない。

  近年の分子生物学的手法の急速な発達によっ

て、耐凍性獲得に関わっている因子が詳細に解析

されつつある。低温下で起こる遺伝子発現を網羅

的に解析するトランスクリプトーム（マイクロア

レイなどを用いる）はその良い例であるが、遺伝

子発現プロファイルの解析だけで耐凍性形質を

理解することは難しい。低温に応答して発現変動

が起こる遺伝子にコードされるタンパク質の機

能や、そのタンパク質によって生成される物質の

影響を精力的に解析していく必要がある。究極的

には、植物の凍結耐性形質を詳細に理解すれば、

凍結傷害発生を回避する機構の付加、言い換えれ

ば、凍結耐性増大（付与）作物の育種も効率的に

行えるようになると考えられる。まだまだ残され

ている問題は多いが、これからも、少しでも、細

胞膜の凍結耐性獲得機構における機能的役割の

解明に努めていきたいと考えている。
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どのような仕組みで冷温誘導性の細胞質の酸性化は起きるか:
冷温傷害機構の解明に向けて

河村　幸男

（岩手大学農学部附属寒冷バイオシステム研究センター）

はじめに

熱帯、亜熱帯産の植物の多くは低温に敏感で、

0～12℃にさらされると栄養成長や生殖成長が阻

害され、組織や器官、個体そのものが不可逆的な

傷害を受ける。この様な低温傷害は凍結傷害とは

異なり温度のみにより生じ、冷温傷害と呼ばれる。

冷温傷害は光条件や湿度などの低温処理条件、ま

たさらされる温度と時間や植物の生育条件に大

きく依存する。例えば、光照射のもとで植物を冷

やすと、葉は短時間で光合成機能をなくし、肉眼

的にも暗黒化の低温処理よりも著しい傷害が現

れる。これは、常温では正常に働いていた葉緑体

内の活性酸素消去系が低温では機能が低下する

ことによると考えられている。逆に、植物を水分

飽和の条件で冷やすと傷害は著しく軽減される

ことが多い。一方、低温感受性の高い植物では、

暗黒-水分飽和の条件で低温にさらしても細胞は

短時間で致死的な傷害を受ける。この事は細胞内

に低温そのものに敏感な生体膜やタンパク質が

あることを示しており、それらを明らかにするこ

とは低温傷害機構を知る上で必要不可欠である。

一般的に低温傷害は低温にさらされた直後に不

可逆的な傷害に至るものではなく、回復可能な初

期傷害を経て徐々に二次傷害が誘発されながら、

不可逆的傷害へと進む。植物の低温傷害機構を理

解するためには、まず回復可能な初期傷害の機構

を知ることが大切と考えられる。

これまでの研究により、ヤエナリ懸濁培養細胞

から調整したプロトプラストを暗黒条件下で0℃

にさらすと、低温傷害初期過程において液胞のア

ルカリ化と同時に、細胞質の酸性化が起きること

が分かっている（Yoshida 1995）。また、細胞外

の溶液を中性にしても細胞質の酸性化は生じる

（Yoshida 1994）。この事から細胞質の酸性化は

主に液胞からのH+の流出により生じ、液胞膜のH+

に対する半透過性の消失やH+輸送系の機能障害

が原因であると予想されている。液胞膜のH+の輸

送系はH+-PPase (V-PPase)とH+-ATPase (V-ATPase)

という２つのH+輸送酵素からなり、このうち、

V-ATPaseは低温傷害初期過程で急速に失活する

ことが知られている。しかし、V-ATPaseの低温失

活と細胞質の酸性化の直接的な因果関係は全く

説明できていない。この理由は植物が普段、傷害

を受けない温度でどのようにして細胞質のpHを

一定範囲に保っているかが全く分かっていない

ことによる。

自然の中では植物は常に環境の変化、例えば温

度変化に曝され、H+流入速度や流出速度は必ずそ

の影響を受ける。また細胞内の多くの物質輸送は

H+濃度勾配を利用しており、輸送物質の量が変化

すれば当然H+流出速度も変化する。この事は、も

し植物細胞がH+流出入をうまく調節できる機構

を持っていなければ、細胞質のpHを一定に保つこ

とは出来ないことを意味する。このpH調節には遺

伝子発現も含まれるであろうが、瞬時に変わる変

化に対しては対応しきれないことが予想され、実

際にpHを一定に保つためには生化学的な機構が

必須であると考えられる。この様にして植物細胞

は生化学的なpH調節機構を持っていると推察さ

れるが、これまでこの機構については全く検討さ

れてこなかった。このpH調節機構の観点から低温

傷害初期過程における細胞質の酸性化の原因を

考え直すと、次のような仮説が考えられる。すな

わち、1) 液胞膜にはV-ATPaseもしくはV-PPaseを
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含むpH勾配を調節する生化学的

な機構が存在し、細胞は環境の

様々な変化に対して一定に細胞

質と液胞のpH勾配を保つことが

出来る; 2) この機構が低温処理

により崩壊し、その結果、細胞質

の酸性化がもたらされる。この仮

説を詳細に検討するために液胞

膜小胞を用いて以下の3つの項目

について実験を行った。すなわち、

1) PPiもしくはATP依存性の液胞

小胞内へのpH勾配形成過程の数

式モデルの導入し、H+流出入を明

確にする; 2) ATPもしくはPPi依

存性のpH勾配形成過程の温度特

性を調べることによりpH調節機

構を推定する; 3) ATPもしくは

PPi依存性のpH勾配形成過程の低

温処理後の変化を検討する。以下に、過去の実験

の問題点を含めながら結果を述べる。

過去の報告の実験の問題点

これまでの報告では、植物体の破砕には

Polytronもしくは家庭用ミキサーが使用されてき

たが、この方法で単離された液胞膜は非常に傷つ

いており正確なH+輸送活性やH+流出が測定でき

ないことが明らかになった。そこでこれらの方法

より遙かに穏やかな破砕法である乳鉢乳房によ

る植物体の破砕法を採用し液胞膜の単離を試み

た。その結果、従来の方法で得られた膜画分より

も液胞膜H+-PPase(V-PPase)のH+輸送活性を示す

H+輸送初速度はおおよそ２倍以上高いことが明

らかとなった。また、過去のデータとも比較して

も両酵素のH+輸送初速度は２倍上昇しているこ

とが確認された。同じヤエナリ上胚軸から単離し

た液胞膜画分を用いたH+流出に関しても、

Yoshida and Matsuura-Endo (1991)の報告によれば、

V-PPaseにより形成された定常状態でのpH勾配は

ほぼ10分で解消され、Darley et al. (1995)の報告に

よればほぼ１分で解消された。しかし今回得られ

た液胞膜画分では、20分経過後でも、初期のpH勾

配の60％を保っていることが確認された。このこ

とは、乳鉢乳房で植物体を破砕することで得られ

た液胞膜は人為的な作用による水素イオンの流

出が従来の膜よりも遙かに押さえられて測定で

き、より信頼のある結果が得られることを示して

いる。この液胞膜画分を用いて、アクリジンオレ

ンジを用いた蛍光消失法によりATPもしくはPPi

依存性のH+集積過程すなわちpH勾配形成過程と

H+流出の測定を行った（図1）。

H+集積過程の数式モデル

アクリジンオレンジの蛍光消失変化の割合を

Q(t)とすると液胞膜小胞内の水素イオン濃度変化

[H+
in](t)は下記の式で表れされる。

[Hin
+ ](t)

[H out
+ ]

=
(Volout + Volin )

Volin

⋅ (1 +
Ka

[H out
+ ]

) ⋅
Q(t)

(1−Q(t))
+ 1

 ··· (1)

ただし、Volinは小胞内の体積、Voutは小胞外の体

積、Kaはアクリジンオレンジに水素イオンが付加

する化学反応の平衡定数である。この式に基づい

てPPi又はATP依存性のH+集積過程もしくは、PPi

図1 アクリジンオレンジを用いたH+勾配測定法の簡略図。アクリジンオレンジ

は、酸性条件になると多量体を形成し蛍光を発しなくなる。また、一量体では

膜を通過できるが二量体以上になると膜を通過できなくなる。その結果、小胞

内が酸性化すると小胞内に二量体以上のアクリジンオレンジによる蛍光が低

下する。そのため、アクリジンオレンジの蛍光消失によりH+勾配が推定でき

る。H+輸送活性の測定はMgSO4を加えることにより始め、H+流出の測定は、定

常状態のH+勾配をV-ATPaseおよびVPPaseに形成された後、EDTAを加えること

によりそれぞれの分解活性を停止させ、始めた。
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またはATP存在下でのH+流出過程における液胞

膜小胞内のpH変化の計算を行った（図2）。次に

小胞内へのH+集積過程は下記の式で表せる。

H+集積速度=H+流入速度+H+流出速度 ··· (2)

式の中で示した3つの項のうち、実測できるもの

はH+集積速度とH+流出速度で、H+流入速度はこれ

らの差でしか求められない。まずH+流出速度であ

るが、もし膜のH+透過率が一定であればフィック

の法則に基づいて下記の式で表される。

d[Hin
+ ](t)

dt
= P ⋅ ([Hout

+ ] − [Hin
+ ](t))

 ··· (3)

pHの式で表すなら式(3)は下記のように変換でき

る。

βi ⋅
dpHin(t)

dt
= P ⋅ (10−pHout −10−pHin ( t) )

 ··· (3’)

ただしPは膜のH+透過率、βiは小胞内のH+緩衝能

(internal buffering capacity) を示す。この中で定数

項はPとβiであるが、液胞膜のβiはすでにいくつか

の植物で求められており、その値は小胞内pHにあ

まり依存せず、またどの植物でもほぼ同じ値であ

ることが分かっている。そこでH+透過率であるP

のみを求めればよく、図2のH+流出を示すデータ

ーを用いて計算できる。膜のH+透過率と小胞内pH

の関係を明らかにするために、1分ごとの小胞内

pHとその時のPをプロットした（図3A）。その結

果、膜のH+透過率は小胞内pHに依存しないことが

明らかになった。実際にこの値の平均を用いて、

シミュレーションを行うと理論的なH+流出過程

はほとんど実験によるものと一致する（data not

shown）。興味深いことにPPi存在下とATP存在下

では膜のH+透過率が異なった。し

かし、PPiとATP両基質存在下の膜

のH+透過率はPPiのみの時と同じ

値を示したので、膜のH+透過率は

PPi依存性であると考えられた（図

3B）。このPPiの有無によるH+透過

率の差は、PPi依存性のH+アンチポ

ーター、H+シンポーター、もしく

はH+チャンネルの存在によるもの

かもしれないが、現在のところは

っきりとした理由は分からない。

  次に、 V-PPase もしくは  V-

ATPaseによるH+流入速度と小胞内

pHとの関係を求めるために、式(2)

に基づいてH+集積速度からH+流出

速度を引くことにより算出した

図 2 V-PPaseもしくはV-ATPaseによる液胞膜小胞内の pH
変化。MgSO4 を反応液に入れることにより小胞内への H+

勾配が化学ポテンシャルにより H+流出をもたらす。H+流

入と H+流出が釣り合ったところで見かけ上、小胞内の pH
変化が止まる(定常状態)。定常状態になったのち、EDTA
を加えることにより Mg2+をキレートし、V-Ppase もしくは

V-ATPase による H+流出を止め、H+流出のみを測定する。

図3 液胞膜小胞のH+透過性(P)。図2のH+流出を示すデータを用いて式(3’)に基

づいてH+透過率Pの計算を行った。膜のH+透過率と小胞内pHの関係を明らか

にするために、1分ごとの小胞内pHとその時のPをプロットした(A)。膜のH+

透過率は小胞内のpHに依存しなかったが、興味深いことにPPi存在下とATP
存在下では膜のH+透過性が異なった。そこでPPiとATP存在下でH+透過率を

測定し、その平均値を示した(B)。PPiとATP両基質存在下の膜のH+透過率は

PPiのみの時と同じ値を示したので、膜のH+はPPi依存性であると考えられた。
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（図4）。その結果、小胞内pHの減少すなわち小

胞内が酸性になるにつれ、V-PPaseまたはV-

ATPaseによるH+輸送速度は直線的に減少するこ

とが明らかになった。以上の結果、小胞内pHの時

間変化を示す微分方程式は

βi ⋅
dpHin(t)

dt
=10v0+v1⋅pHin ( t) + P ⋅ (10−pHout −10−pHin (t ) )

··· (4)

となる。左辺はH+集積速度すなわち小胞内pHの時

間変化、右辺の第一項はH+流入速度、右辺の第二

項はH+流出速度を表す。この式をもとにシミュレ

ーションを行い、実験結果との比較を行うと理論

値と実験値はほとんど変わらないことが明らか

となった（図5）。この様にして、PPiもしくはATP

依存性のH+集積過程は式(４)で表され、V-PPase

またはV-ATPaseによるH+流入は液胞内のpHもし

くは液胞膜間のpH勾配に依存することが明らか

となった。

PPiもしくはATP依存性のpH勾配形成過程の温度

特性

  もし生化学的なpH調節機構が存在するなら、液

胞膜小胞にもその特徴は残っている可能性は高

く、例えば様々な温度でV-PPaseもしくはV-

ATPaseによるpH勾配形成過程の測定を行っても

最終的なpH勾配は温度に関係なく一定に保たれ

るはずである。そこでPPiもしくはATP依存性の

pH形成過程の温度特性について調べた。温度を

0-20℃まで変化させてみると、PPiもしくはATPに

よるpH勾配形成速度は低温になるにつれ両者と

も低下した（図6）。ATP依存性のpH勾配形成能

も低温になるにつれ低下し、特に10℃未満になる

とその低下は著しくなったが、PPi依存性のpH勾

配形成能そのものは低温下でもほぼ一定に保た

れた（図6）。しかし、先に示したように膜のH+

透過率はPPiに依存するため、V-ATPaseによるpH

勾配形成はPPi存在下で評価されなければならな

い。その一方でV-PPaseに特異的な阻害剤がない

ためにこの様な実験は実際には難しい。そこで、

図4 V-PPaseもしくはV-ATPaseによるH+流出速度。H+流入速度と小胞内pHとの関係を求めるために、式(2)に基づいてH+
集積速度からH+流出速度を引くことにより算出した。その結果、小胞内pHの減少、すなわち小胞内が酸性になるにつれ、

V-PPaseまたはV-ATPaseによるH+流出速度は直線的に減少することが明らかとなった。

図5 実験値とシミュレーション結果との比較。式(4)をもと

にシミュレーションを行い、実験結果との比較を行った。
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シミュレーションにより、V-ATPaseによるH+流入

とPPi依存性のH+流出の組み合わせを評価した。

その結果、V-ATPaseは温度変化に対してpH勾配

を一定に保つことができないことが予想された

（data not shown）。このようにして温度変化に対

して液胞膜間のH+勾配を一定に保つものは、V-

PPaseとPPi依存性のH+透過率を調節している“も

の”のコンビネーションであることが明らかとな

り、生化学的なpH勾配調節機構はPPi依存性の調

節機構であることが推定された。

PPiもしくはATP依存性のH+集積過程の低温処理

後の変化

  これまでの報告と同様にヤエナリ黄化実生に

対して低温処理を１日行うと、ATP分解活性は

80%まで低下する一方で、PPi分解活性はほとんど

変化が見られなかった（Yoshida et al. 1989, data

not shown）。しかし、PPiまたはATP依存

性pH勾配形成能は低温処理により大きく

低下し、両過程とも無処理サンプルに対

しておおよそ50％にまで低下した（図7）。

この結果は低温処理によりV-PPaseとV-

ATPaseの両H+輸送酵素に脱共役が生じる

ことを示唆する。液胞膜間のpH勾配の安

定性は、PPi依存性のpH勾配調節機構によ

りもたらされていると考えると、これら

の低温誘導性脱共役の中で、PPi依存性pH

勾配形成能の低下が直接的に細胞質の酸

性化をもたらしている可能性が極めて高いと考

えらる。次に低温処理によるpH勾配形成能の低下

の原因を詳細に検討するために、低温処理後の

PPi依存性のH+透過率とV-PPaseによるH+流入速

度の小胞内pHに対する依存性について検討した。

まず、PPi依存性膜のH+透過率であるが、低温処

理前には小胞内pHに対する依存性を示さなかっ

たが、低温処理後には示すようになり、小胞内pH

が酸性化するとH+透過率が直線的に増加した（図

8）。この事はすなわち、pH勾配が増加するとH+

が漏れやすくなることを示す。一方、V-PPaseに

よるH+流入速度は低温処理前に示していた小胞

内pHに対する感受性が低温処理後に上昇し、小胞

内pHが酸性になるとより早くH+流入速度が低下

した（図8）。この様にして、液胞膜のH+透過率

とV-PPaseは両者共に低温処理の影響を受け、両

者の低温感受性が直接的に液胞膜間のH+勾配の

低下を招くことが示唆された。

結論と今後

  本研究の結果は以下の3つにま

とめられる。

1) PPiもしくはATP依存性のH+集

積過程は以下の数式モデルによ

り 表 さ れ 、 V-PPase ま た は V-

ATPaseによるH+流入は液胞内の

pHもしくは液胞膜間のpH勾配に

より調節されている。

図6 PPiもしくはATP依存性のpH形成過程の温度特性。温度を0oC-20oC
まで変化させて測定した。

図 7 PPi もしくは ATP 依存性の H+集積過程、もしくは H+流出過程の低温処理

後の変化。PPi または ATP 依存性 pH 勾配形成能は低温処理により大きく低下

し、両過程とも無処理サンプルに対しておおよそ 50%にまで低下した。
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βi ⋅
dpHin(t)

dt
=10v0+v1⋅pHin ( t) + P ⋅ (10−pHout −10−pHin (t ) )

2) 液胞膜間のpH勾配の安定性には、PPi依存性pH

勾配形成機構、すなわちV-PPaseによるH+流入調

節とPPi依存性の膜のH+透過率を調節している

“もの”によるH+流出調節が少なくとも必要であ

る。

3) 低温処理によりPPi依存性pH勾配形成機構の

液胞内pHもしくは液胞膜間のpH勾配に対する感

受性が著しく変化し、その結果、液胞膜は十分な

pH勾配を液胞膜間で形成できなくなる。

これらの結果により、低温処理による細胞質の

酸性化の直接的原因は、従来考えられていたV-

ATPaseの低温失活ではなく、PPi依存性H+集積機

構の液胞内pHもしくは液胞膜間のpH勾配に対す

る感受性の変化によるものと推察された。しかし

この事はV-ATPaseの低温失活が冷温傷害に全く

関係しないことを示すものではない。実際に、シ

ロイヌナズナでは幾つかのV-ATPase subunit

mutantが報告されいるが 、それらは明らかに生育

傷害を示す(Schumacher et al., 1999, Padmanaban et

al. 2004)。また、V-ATPase subunitのノックアウト

ミュータントは致死的であると推定されている

(Padmanaban et al. 2004)。これらの報告はV-

ATPaseの低温失活が致死的な、もしくは重大な傷

害を引き起こすであろうと推定するには十分な

証拠と思われる。

今後は、1) PPi依存性の膜のH+透過率を調節し

ている具体的な“もの”はなにか?、2) PPi依存性の

膜のH+透過率とV-PPaseのpH調節機構の生化学的

なメカニズムの解明、3) PPi依存性の膜のH+透過

率とV-PPaseの低温感受性のメカニズムの解明、4)

V-ATPaseの低温失活が具体的にどの様な生理的

傷害を引き起こすか?、5) V-ATPaseの低温失活機

構の解明、が今後の冷温傷害機構のさらなる理解

には必須である。

おわりに

冷温傷害機構については、短いながらも計 8 年

間研究してきましたが、その本質については少し

どころか、未だにさっぱり分からないままです。

いったい何が難しいのか？冷温傷害機構の研究

でもっとも難しい問題は、“どのようにして細胞

は死んでいくのか？”、という問いに正面を向か

ないと答えられないことにあると思われます。

“死”を研究するためには、まず、“生”を知ら

ないとだめなのですが、それこそ生物学の本質的

なテーマそのものです。科学を哲学の一分野とし

て捉えるならば、このテーマは何千年と考えつづ

けられ、今なお答えのない問題です。結局、冷温

傷害の研究は“生きていることとはどういうこと

か？”、という問いに対して“裏”から考えてい

図 8 低温処理後の PPi 依存性の H+透過率(A)と V-PPase による H+流入速度(B)の小胞内 pH に対する依存性。
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くようなもののように感じています。この観点か

ら考えると、吉田静夫先生が発見した低温誘導性

の細胞質の酸性化は、細胞がまさに“生”から“死”

へ転ずるそのときを捉えたもので、哲学的な意味

合いも大きく、何度見ても感銘を受ける、数少な

い研究のひとつです。現在は、凍結傷害の研究を

行っていますが、冷温傷害機構については機会が

あれば今後とも関わっていきたい研究テーマで

あり、その中で“生”の本質を垣間見らればと考

えています。
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樹木の低温馴化とは何か？

宇梶　徳史

（北海道大学　低温科学研究所　寒冷生物圏変動）

  秋から冬にかけてのプロセスは低温馴化と呼

ばれ、冬の厳しい寒さに耐える為に温帯性落葉樹

が用いる生存戦略の 1 つである。一方で、温帯性

落葉樹の低温馴化は、落葉、休眠、そして耐寒性

上昇といったプロセスが重なり合う複雑なプロ

セスであり、また、いずれの現象も全く独立した

生物学的現象ではなく、それぞれが密接に関連し

合って、低温馴化という 1 つの生物学的現象を導

き出している。本稿では、筆者が最近まで、クワ

（Morus bombycis Koidz.）を植物材料として行っ

てきた研究をベースにして、樹木における低温馴

化研究の現状について紹介したい。ちなみに、筆

者の現在の研究テーマは、“落葉”がキーワード

である。

　歴史的に、樹木の低温馴化は、まず、短日条件

により成長が停止し、その後、植物が低温に曝さ

れることにより、耐凍性が獲得されるとされる

（Fuchigami et al., 1971）。樹木の耐寒性研究者の

多くは、この樹木に特徴的な短日条件で耐凍性が

獲得されるメカニズムに興味を持っており、この

分野の研究は比較的多い。短日条件で耐寒性が上

昇することは、フィトクロムＡの過剰発現により

短日条件に対して非感受性となった形質転換ポ

プラが、短日処理後の耐凍性が野生株と比較して

低いことで、直接的に示された（Olsen et al., 1997）。

また、デハイドリンなどの耐凍性関連タンパク質

が短日条件により誘導されることも報告されて

いる（Karlson et al., 2003）。

　一方で、短日条件により誘導される耐凍性は、

それほど大きくないことが、シラカンバにより報

告されている（Li et al., 2002, 2003）。秋の短日条

件が直接的に何らかの機構を通して耐凍性を上

昇させているというよりはむしろ、休眠を誘導す

ることにより、結果的に耐凍性も高まっていると

考えるのが妥当ではないか。最近、種子休眠の制

御因子である ABI3 タンパク質が、秋のポプラの

冬芽で同定された（Rohde et al., 2002）。秋の短日

条件は、ABA やジベレリンの相互作用を介して冬

芽の休眠を制御しているものと推測されている。

　一方、樹木の耐寒性が低温処理のみである程度

図１　温帯性落葉樹の耐寒性獲得のスキーム。植物ホルモンであるアブシジン酸（ABA）が働いているプロセスに関し

ては明確な結論は得られていない。
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まで獲得できることもよく知られた事実である

（Fuchigami et al., 1971）。シラカンバ苗を用いた

研究では、低温処理により獲得した耐凍性は、短

日条件や ABA 処理したシラカンバよりも高い耐

凍性（-20℃以下の）を示した。また、本来、秋に

は落葉してしまう葉の耐凍性も上昇していた。こ

れらの結果は、ある程度の耐凍性を獲得するだけ

ならば、温帯性落葉樹といえども、休眠や落葉を

伴わなくても良いということになる。それでは、

なぜ、温帯性落葉樹は、休眠、落葉、そして、耐

凍性の獲得というダイナミックな変化を伴うの

であろうか？

　筆者は、最近まで、温帯性落葉樹の１つである

クワ（Morus bombycis Koidz.）を主要な研究材料

として用いてきた。クワは低温研でも長い間、植

物材料として用いられてきた樹種であり、世界的

に見ても、耐寒性研究分野においてよく研究され

ている樹種の１つである（Yoshida, 1984、など。

文献多数）。また、教科書にも、耐寒性の高い樹

種の１つである、とも紹介され、耐寒性研究分野

ではそれなりに知名度が高い樹種であることが

伺い知れる（Staehelin and Newcomb, 2000）。筆者

の研究は、単刀直入に言えば、クワの耐寒性獲得

と関連するタンパク質を同定するということで

あったが、その結果、冬季に蓄積するタンパク質

を 4 つ同定した。これらのタンパク質は、それぞ

れ、低分子量熱ショックタンパク質、グループ

2LEA タンパク質、グループ 3LEA タンパク質、

そして　PR-10 タンパク質をコードしていた。こ

れらは、小胞体に局在するもの（低分子量熱ショ

ックタンパク質、グループ 3LEA タンパク質）及

び、細胞質と核に局在するもの（グループ 3LEA

タンパク質、PR-10 タンパク質）に大別される。

耐寒性を獲得しているクワはこのような多種多

様なストレス関連タンパク質を溜め込んでいた

わけである。

　これらのタンパク質をコードする遺伝子は、枝

を低温処理することにより転写物の蓄積量が増

加する。このことから、秋の気温の低下が、本研

究で同定されたタンパク質の蓄積を誘導してい

ることが示唆された。先に述べたように、樹木の

耐寒性研究は、その多くが、日長による低温馴化

に焦点を当てていた。この結果、樹木の耐寒性獲

得プロセスにおける低温の影響を遺伝子レベル

で示した例が少なかった。実際、筆者も、低温よ

りは短日条件の方が、これらの遺伝子の誘導には

効果的なのではないかと推測していた時期もあ

った。本研究により、樹木においても、秋季の低

温が耐寒性獲得に重要であることが示唆された。

　一方、これらのクワで同定されたタンパク質は

図２　クワに蓄積する PR-10 タンパク質転写物量は低温に反応して増加する。8 月と 9 月では転写物量の増加に違いが

見られることから、低温以外の要因も PR-10 タンパク質の蓄積に関与していることが考えられる。
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細胞内における蓄積量が非常に多い。筆者は、冬

季のクワ細胞中に含まれるタンパク質のうち、蓄

積量上位3位のうち、少なくとも2つは今回同定し

たタンパク質で占めていると推測している。この

ことから、同定されたタンパク質の幾つかについ

ては、翌年の成長に利用される窒素の貯蔵機能も

有していることを示唆している。ここで再度述べ

たいのは、この窒素貯蔵機能を有するタンパク質

の蓄積が、どうやら秋の低温により制御されてい

るらしいということである。

　先に紹介した、フィトクロム A 過剰発現ポプラ

が短日処理に対して鈍感となったことで明らか

であるように、樹木の冬芽休眠は秋の短日条件に

より誘導されると考えられている。筆者の研究で

示された、窒素貯蔵機能を有するタンパク質の蓄

積が、どうやら秋の低温により制御されているら

しいという推測から、秋から冬にかけての季節の

移り変わりとともに、以下のことが起きていると

推測される。すなわち、まず、短日条件により成

長停止し。次に気温の低下が引き金となり、葉か

らのタンパク質の回収が起こり、それをもとにし

て、貯蔵タンパク質の蓄積がおこるということで

ある。従って、少なくともクワでは、秋に十分に

低温に曝されないと、葉から十分に窒素の回収が

おこらず、翌年の成長に影響することが推測され

る。

　しかしながら、この考え方が他の樹木種にもそ

のまま当てはまるかというと、疑問がないわけで

はない。ポプラで同定された貯蔵タンパク質

BSP32 は、短日条件に応答して蓄積することが報

告されている（Coleman et al., 1991）。研究例がそ

れほど多くないので、はっきりしたことは分から

ないが、結局のところ、ポプラは貯蔵タンパク質

の蓄積に主に短日を利用しているのに対して、ク

ワは日長よりも低温も利用しているものと推測

される。

　筆者はクワにおける環境応答メカニズムを1つ

のモデルとして、樹木の環境応答機構を推測して

いるが、実際にどのような環境を秋から冬への季

節の移り変わりに用いているかは樹木種によっ

て多少のばらつきが存在するようだ。ポプラやシ

ラカンバといった北方林構成樹種は、日長の変化

を季節の移り変わりを完治する主要な情報とし

て用いているようだ。一方、温帯～熱帯を主要な

分布域とするクワは、日長のみならず、気温の低

下も冬の訪れを察知知る重要なシグナルとして

用いているようだ。この現象は、吉田先生が経験

論として話されていたことであり、格段目新しい

事実ではないが、徐々にメカニズムを解明できそ

うな所まで近づきつつある感じがする。日長に対

する応答が多様であることは、草本植物でよく知

られており、その分子機構が近年、目覚ましい勢

いで明らかになりつつある。このような研究の進

歩と歩みをともに出来るよう、樹木の環境応答機

構を筋道付けて説明できればいいなと思ってい

る。
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寒さ・雪氷・山岳は植物に何を与えるか: マクロスケールから

佐藤利幸 (信州大学理学部・生物科学 山岳科学)

はじめに

  寒さは暖地植物の生活史（生活環）に制限を与

える。たとえばイネの登熟時期に 15C 以下では冷

害につながる。バナナの皮は冷蔵庫に入れると黒

化する。タマシダの葉は-5C で凍死する。しかし

ヤナギや針葉樹は-192C でも生存できる。なぜ

か？生物の器官・組織・細胞・小器官・高分子・

分子レベルでの総合的解明をめざす植物凍害科

学部門が 30 年前の低温科学研究所の酒井・吉田

研究室であった。もちろん近くの生理学研究室で

も低温貯蔵によるエネルギー保持や細胞越冬の

メカニズムの研究が展開していた。

日本の極寒地（北海道北部歌登町）に生まれた

自分にとって、「忘れたい寒さや吹雪」を大学の

研究所で繰り返すのはいささか抵抗があった。暖

地（内地）に憧れ、旭川・札幌へとたどりついた

結果が、北大キャンパス北端の大学院生活の始ま

りであった。高専を中退し高等学校の生物学知識

が皆無の自分にとって、理学部の重厚な暗さ・海

藻のむなしさ（ピンセットで海からエクトカルプ

スをつまむ）・生命科学（分子生物学）の難しさ

に打ちのめされていた。かろうじて好きな緑色の

陸上植物（洞穴のシダ植物）に活路を感じつつも、

京都での失恋・大学院受験失敗の末路であった。

許された研究室はここだけであった。後に早熟の

友人（大村氏）から、低温科学研究所とは、人口

雪の誕生と線香花火のエッセイで著名な中谷宇

吉郎が礎をつくり、雪氷学の基礎・応用研究にお

いて世界の中心であること。生物の耐寒性・低温

障害メカニズムで酒井・吉田先生が世界的な研究

を推し進めていることを教えられた。恥ずかしく

も泥縄人生に翻弄してきた自分はその価値を全

く知らずに所属することになった（佐藤, 2001）。

時は流れて 30 年弱、ちょうど大学院入学の

1976 年以来顕著となった地球温暖化を知った。

1996年夏に中部山岳に転勤して早や8年が過ぎた。

その間に地球温暖化により亜熱帯の植物群のい

くつかが本州暖地（暖温帯）にも侵入する事実を

知った。かつては和歌山県南部まで分布していた

モエジマシダが名古屋大学構内での生活環が認

められ、静岡県南部まで分布していたホウライシ

ダが松本市内で確認された。ここ数年、成田空港

や大阪国際空港に降りると、熱帯マレーシアのク

アラルンプールやブラジリア空港での「熱帯の臭

い」を覚える。すなわち目に見えないミクロの世

界でも温暖化が進行しているようである。

さらに、1976 年から顕著となった冬期間の温暖

化によって、高地山岳に広く分布していた寒地植

物が姿を消す事実も報告されている。極寒の故郷

歌登町でも-30C にはならないと聞く。ロシアのオ

イミヤコン（最寒-71.2C の記録）近くの女性村長

さんも「最近は暖かく-60C にもならない・・」と

つぶやいた。南日高のアポイ岳では高山草原にハ

イマツの侵入が顕著と聞く。南アルプス北岳で

1986 年に発見されたヒメヤナギランやヒイラギ

デンダも消えたのかも知れない。古くは極東ロシ

アのグイマツもかつては日本の山地に広く点在

していたのであろう。

本抄録では、暖地性植物への生活史制限や分布

拡大を阻止する寒さ・積雪・山岳環境ではなく、

「寒冷・積雪・山岳環境の植物生活史への恩恵」

について、寒地植物群の立場から見直してみる試

案である。

ちなみに北海道低地から中部山岳高地に追い

やられた自分を、「寒地生物の一例」に見立て、

寒地植物の生育場所探しと分布様式についてマ
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クロスケールから考察してみたい。

山岳環境における寒さと雪氷

　中部山岳では標高 2500 ｍ以上（北海道では

1000 ｍ）で森林帯が消え、高山草原となる。そ

の延長上 3000 km のツンドラでは樹木層（胸高直

径で幹がない）が欠落して草本層（小型の低木は

多い）が広がる（図 1）。

「寒さ・雪氷・山岳」これらのキーワードは北

北海道に生まれた自分には「ネガテイブ・ストレ

ス：辛さや厳しさ」を連想させる。北西日本に生

まれた人間にとって、「雪崩れや冷夏」は台風や

地震と並んで、人間生活への有害要因と考えやす

い。しかしながら、もとより寒冷地に生育する草

花にとってはどうであろう。ロシアツンドラの永

久凍土の表面は 9 ヶ月以上も氷の世界である。ロ

シア語に凍土の言葉はなく、夏の一瞬を「融けた

大地」と呼ぶらしい。地下には天然の冷蔵庫をも

ち、我々と瓜二つのサハ（ヤクート）人が 10 年

先までの食料を確保していた（佐藤, 2000）。蚊の

いない凍った冬こそ快適な移動時期とも聞いた。

ツンドラの植物は 1 ケ月ほどで花をつけ実を結ぶ。

温室のような覆いをつけると限られた植物のみ

が大きく繁茂し、多くの植物が姿を消すとも言わ

れる。

植物にとっての寒さとは

  温帯すなわち季節のある地域に生息する

植物は春夏秋冬に応じて姿あるいは生理生

態的な応答（順応）ができる。人間活動に

おける昼夜の活動や生理反応の年版である。

春夏秋冬この慣れ親しんだ季節感も、シベ

リアとマレーシアでは全く通用しない。極

寒の冬と暑い夏しかないシベリアにはツン

ドラとタイガがある。　またマレーシアに

は冬がない。温度の年較差は日較差より小

さい。夜明けと夕暮れはごく短い。夕方を

味わう時間はない。またシベリアの夏には

夜がない。温帯域（日本）での秋から冬に

かけての寒さ到来は、多くの植物に夏緑性

の植物季節を教える。これは食害や傷ついた葉

（ときには病原菌）を入れ替える準備ともいえる。

一般に常緑の針葉樹や広葉樹の光合成速度は夏

緑性の葉の約半分である。淡い緑の新緑こそ効率

のよい葉なのである。ツンドラのイワベンケイを

標本として持ち帰ったがなかなか乾燥できない。

60度で1ヶ月間乾燥しても葉の先端から芽を伸ば

す始末である。乾燥標本作成をあきらめて新芽を

シャーレで培養した。しかし 3 日で菌類が発生し

トロトロに溶けた。さすが菌や病気に出合ったこ

とのないツンドラ産イワベンケイ（CAM 植物?）

であった。

今年の夏は暑かった。長野県でも 1 ケ月近くの

30C 以上の日があったろうか？マメ（ダイズやク

ロマメの実入りが少ないと聞く。寒地植物や温帯

植物には寒さや涼しさが必要らしい。なぜか？謎

はさらに広がっていく。

地点から地球へ

　信州へ移ってから８年、ほぼ日本の重心にいる。

すなわち日本列島を研究するには地の利を得て

いる。実際の交通事情はさほど良くはないのだが。

一方想い起こすと、北海道北部は北緯 45 度、北

半球陸域の比較研究には最適であった。

1990 年秋、ロシアサハリンへ渡った（マリモ墓

図 1　ツンドラにおける局所植物多様性の調査
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参団?：神田隊長）。初めて北海道を北から眺め、

礼文島よりもはるか北に人々が住むことを実感

した。そして南（暖地）の小島、日本列島に想い

をはせる子供たちと出会った。38 年間の暖地への

憧れが一気に消えうせた。はるか北に広がるロシ

アの大地に立ってみると、北海道は最寒地ではな

く、北半球研究の最地であることを知った。そん

な折、信州大学への転勤が待っていた。温暖化に

伴って多くの優秀な知人が北海道への転勤を希

望したのである。結果として、自分が中部山岳の

谷間に遺存分布の地（レﾘック・レフージア）を

求めて転勤した。

　さて、北海道からでも信州からでも視野のスケ

ールをどんどん広げてみよう。大雪山から北海道、

日本、北東ユーラシア、北半球そして地球へと拡

大したときの分布についてシダ植物 2 種（ウサギ

シダとイワウサギシダ）を用いて頻度分布を調べ

ると、その出現頻度は波打つように入れ替わる。

すなわち範囲を拡大していくと種ごとに分布頻

度の個性的な軌跡が得られる。これを種の地点か

ら地球へのスケールング軌跡とよび、個性を数量

化する試みである(Sato & Takahashi, 1996)。2 年後、

似たようなことを考えた人がいる（Kunin, 1998）。

しかし 70 種もの植物につ

いて、保護すべきスケール

をみごとに提言している。

残念ながら自分たちの論

文は引用されていなかっ

た。

日本の高山ではごく稀

な、マルバギシギシやリシ

リヒナゲシもシベリアで

はどこにでもある雑草な

のである。マルバギシギシ

はシベリアでの重要な野

外調査での青菜となった。

絶滅危惧植物の保全を考

えるうえでどの地域ある

いはどの国における対象

であるかを明確に明示すべきことを実感した。

応答様式の時空間スケール・生物レベルの違い

時間反応、時間を厳密に考えると難しいようで

あるが、とりあえずクウオーツの振動を基準に考

える。その延長としての一日・一週間・一ヶ月・

春夏秋冬・一年・十年・一世紀・千年程度を想定

する。生理反応にかかる時間は生物レベルで異な

る。分子反応は数分、高分子反応には数時間、細

胞周期は数日など。植物定着には 10 年程度の時

間が必要であろう。それが分布定着（生活環の継

続）するには 100-1000 年もの時間が必要であろう。

　耐寒性や傍雪氷性を考える場合、遠くに残雪を

蓄える山岳は単に美しいだけではない。そこに源

をもつ春の小川は夏を超えて持続的に田畑を潤

す。農作物を育てるのは山岳が見える風景が望ま

しい。雪のかまくらは外気を遮断できる。トクサ

の枝に作られるアイスキャンデーはトクサを冬

枯れから守る。これらは器官外凍結（石川・酒井

氏らの研究参照）に相当する。シダ前葉体の生存

は近接する細胞群の凍結や脱水によって凍結水

をなくする。高分子（アクアポリン？前島氏の研

究参照）の存在は脱水を適切に促進する。雪氷や

図 2 異なる生物レベルからの傍凍（寒）性
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積雪は脱水から給水までの空間的スケールに依

存して植物成長に寄与しているようである（佐藤,

2001a：佐藤, 2002：図 2）。

  積雪分布と植物の分布の対応もときどき議論

されるが、こうした気象的物理環境要因と植物分

布には対応するスケールはごく限られているこ

とも忘れてはいけない。たとえば本州に広く分布

するリョウメンシダは北海道では明らかに多雪

地帯に対応している。しかし本州では積雪のない

南本州にも多産する。このように幾重かの環境フ

図 3　リョウメンシダの分布
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イルターがスケールや場所によって複雑に絡み

合って植物生活史に係わっているようである（佐

藤, 2001b; 2002：図 3）。こうしたスケーリングに

よる解析のアナロジーは人間の社会活動へも応

用できそうである（佐藤, 2003）。

シベリアからヒマラヤへの垂直分布

シベリアのおどろくべき局所植物多様性は、単

純な２種の水平分布の拡大競争のための実測を

めざしたシベリア調査の目的を大きく変えた。１

平方メートルに何と 30 種もの種子植物が確認で

きたのである。コケ・地衣類を入れると 50 種を

超えた（Sato et al., 1997, 1999）。これはヨーロッ

パアルプスでの 50 種に匹敵する。うわさによる

とモンゴル湿原では 65 種を超えるイネ・カヤツ

リグサ科を中心の高い種蜜度が見られるとも聞

く。自分がこれまで確認できた最大種密度は南信

州根羽村の 42 種（種子植物とシダ植物）である

（佐藤・永山, 2002）。シダ植物に限ってみると信

州北西部と信州南西部に局所植物多様性（積算種

数）のホットスポットがある（佐藤ら, 2000）。

ここではホットスポットと呼ばせてもらうが、

地球規模での生物多様性では固有種や大型動物

での守られるべき地域のみが強調されており、残

念ながらツンドラや東ユーラシア（日本）など全

く無視されている（Prendergast et al., 1993; Myers

et al., 2000）。個人的には局所植

物多様性においては日本や東

シベリアは世界有数と予想し

ている。少なくとも北海道の日

高西山麓は 4.7平方キロメート

ルに 506 種の維管束植物が記

録された（高橋・佐藤, 2001）。

　信州へ赴任して 3 年後だっ

たと思う。岩槻先生から電話が

あった。「信州にも高くはない

が山があるね。中国雲南省の山

岳研究として、立教大学の学術

フロンテア：環境変動に対する

生命の適応戦略、が始まるので、

優秀な人に限って推薦しようかと・・」。いつも

の厳しく怖い会話から始まる優しい誘いであっ

た。「まだ信州の山、登っていないのですが・・」

「中部山岳を研究するにも少し大きな山を見て

おいたら・・」。慌てて 2-3 の中部山岳での局所植

物多様性を測定して、翌年ヒマラヤ東麓の雲南省

北西部に飛んだ。中国雲南省では約 3000 ｍ以上

から森林がかろうじて残る。4000 ｍ付近から高

山草原がはじまる。息苦しさのなかビデオ撮影に

よって、20-25 種/m2の種密度を確認できた。4500

ｍ以上での計測が待ち遠しい（佐藤・永山, 2002：

佐藤・中西, 2003）。中部山岳では、標高 1000 ｍ

付近と 3000 ｍ近くで 30 種/m2 の種密度が確認で

きた。すなわち、里山と森林、森林限界と高山草

原のエコトーンに相当するところに高い多種共

存域が見えそうである（図 4）。

  熱帯に多産するシダ植物、これは正しくない。

ボルネオのキナバル山（赤道近く）では 1500 ｍ

付近で最も多くのシダ種数が確かめられている

（Parris et al., 1992)。キナバル山岳を円錐に近似す

ると、シダ植物種密度は 1500 m 以上ではほぼ一

定である。

マレー半島のクアラルンプール周辺でも 1000-

1700 ｍでシダ植物の高い種密度が確認された。

狭い立法枠 5 ｍ × 5 ｍ × 5 ｍでの調査によると、

図 4　標高別の種密度分布と積算頻度（佐藤・永山、2002; 佐藤・中西、2003 か

ら）
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和歌山県や三重県で最も高いシダ植物種密度（30

spp./(5m × 5 m × 5m)）が確認された（Sato et al.,

1999）。狭い範囲では熱帯（赤道近く）でのシダ

植物の種密度が高いわけではない。むしろ暖温帯

で最も高いシダ植物の種密度が確認された（Sato

et al., 2000; 佐藤, 2003b）。

松本市周辺の標高に応じたオシダ植物葉の形

態や細胞サイズを調べると、1000 ｍ付近で脈密

度が高く、細胞サイズは 2000 ｍのほうが大きい

傾向が示され、生物レベルに応じた調節が広い垂

直分布を可能にしていると考えられる。シダ種数

分布においては中部山岳では標高 1000ｍあたり

に最大値が期待できそうである（佐藤ら, 2001,

2002; 中西ら, 2003）。

水平分布から何がわかるか

　さて、地球上を水平に見ると緯度の高まりにお

うじてシダ植物は激減する。ツンドラでは 10 種

程度であろう。熱帯低地林では隣の木々が決して

同種が見られないほどに樹木の種数が豊かであ

る。ところが草本植物やシダ植物は決して多くな

い。マレーシアのクアラルンプール周辺（標高 500

ｍ以下）では北海道や信州より 1 ヘクタールあた

りのシダ植物は少なく、10 種以下である。標高

1000 ｍ付近で 10 種を超える程度となる。1500 m

を超える雲霧帯で 20 種近くなる（Sato et al.,1999a;

佐藤・中西, 2003）。アマゾンや北米のプレーリに

は極端にシダ植物が少なく、同時に植物種密度は

低い。北米西部海岸のオリンピック半島でも 100

ｍ × 100 ｍ × 100 ｍの立法枠を想定すると 5 種

程度のシダしか見出されない。すなわち広い平原

にはシダ多様性や高い局所植物種密度は期待で

きない。水分循環を促す山岳や地形の複雑性（標

高差や谷密度）が局所植物多様性を支え、同時に

図 5　.各地域での積算シダ植物種数（佐藤, 2003b）
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植物の遺存分布（レフージア）を宿す環境を準備

しているようである。日本列島ではごくまれなカ

ラフトメンマも北海道大雪山系と中部山岳のみ

の分布が確認されている（佐藤ら, 2000）。

　広大なヤクーツク（サハ）州における水生植物

（ミクリ属）4 種の地理分布をもとに、普通種 2

種（エゾミクリとチシマミクリ）の環境傾度との

対応を調べた結果、7 月の水温分布・水質との相

関が導かれた。これらは狭い共存域からは全く予

想ができない情報である（Takahashi et al., 2001）。

また本州ではどこにでもあるように見えるヤマ

イヌワラビとイヌワラビの分布についても狭い

範囲から日本列島への範囲へと拡大して出現頻

度の軌跡を描くと明確に両種を区別できること

が示されている（福原ら, 2000）。

今後の展望（種密度はなぜ高まるか）

どのように局所植物多様性（ここでは種密度）

が定まるのか？まだ素朴で未熟な問題設定でし

かないが、有限な地球における人類永続の秘訣を

探るために、「生物多様性の創出維持のプロセス

とメカニズム」の解明は急ぐべき課題であろう。

  まだ空想の域ではあるが（仮説でなない：実験

証明ができてこそ仮説となる）以下にその成立条

件を列挙してみる。

（A）埋土種子（露崎氏を参照）を含め、植物種

の移入・遺存・種分化が近傍で起こっていること。

（B）時空間スケールでの植生移行帯（エコトー

ン）の存在。（C）ほどほどの撹乱による多種進入

の可能性：たとえば人為撹乱（里山）と気象によ

る物理的撹乱（山岳草原）。（D）他種を排除しな

い生活史を営む存在（小型であり、他種への生活

空間の準備?）。

これら局所植物多様性を支える要因をまとめ

ると、（A-C）は複数の植物群要素（種子源）の存

在であり、（D）は証明が難しいが共存を促す生物

要因となる。いずれも定着の偶然を待つ時間が要

求される。シダ植物（イワウサギシダやニオイシ

ダ）に限るとツンドラでの生育は古い岩場・岸壁

のみである。タイガ疎林にはヒメドクサとコスギ

ランが点在する。いずれも小指にも満たない極端

な小型植物である（Sato et al., 1997;  1999ｂ）。ほ

どほどの撹乱としたが、崩れ逝く河畔（強い撹乱）

の植生はタイガ疎林林床とは全く異なる

（Tsuyuzaki et al., 1999;  五十嵐ら, 2003）。これら

を思い起こしながら現在、植物定着の空間依存に

関する実験的研究を、穴あきブロックを用いて開

始したところである（佐藤ら, 2003）。

おわりに

　「局所植物多様性（種密度）を創出維持する環

境」を考えるとき、一つには植生の移行帯（エコ

トーン）を候補に挙げうる。そこにはいくつかの

植物要素が混在する。水平分布北限と南限・垂直

分布上限と下限にも相当する。

　　皮肉なことは、ちょうど半世紀の歴史を越え

た 10 年前の低温科学研究所を回想させる。まさ

に、この同窓会企画を構成するメンバーが集った

当時のことである。吉田先生の研究室がまさにそ

のホットスポットに相当しないだろうか？当時

の吉田先生の苦悩は想像を絶するものであった

と思う。しかし、純粋科学に対する吉田先生の情

熱と努力は分野を越えて伝わってきた。当時、吉

田先生が「目的研究所には必ず寿命がある、いつ

までも同じ目的は通用しない・・」とつぶやかれ

たことを思い出す。泥縄人生を送ってきた自分に

とって寂しい言葉であった。「生理・生態学の店

をたたむ・・」と感じたからである。さて、変わ

りゆく研究所と激動する時代に直面しつつも吉

田先生はつねに「真摯に純粋科学への情熱を傾け

続けること」を後姿で教えてくれた。そうでなけ

れば、当時の小さな研究室から、これほど繊細多

彩な線香花火の輝きを放つ同窓生は育ち得ない

と思う。もちろん自分以外の数人はすでに大輪の

スターマインへの点火がなされたようであるが。

  最後に白状すると、生理生化学と生態進化学分

野の違いを装いつつ、弟子ではないと気張ってき

た自分ですが、吉田先生には実に 20 年（大学院 5
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年・助手 15 年）もの永きにわたり公私ともども

お世話になったのです。①博士 1 年で親が倒れ就

職希望したとき研究継続を勧めてくれたこと。②

変則助手採用に同意してくれたこと。③オースト

リア留学を薦めてくれたこと。④信州大学への推

薦状を影から書いてくれたこと。これまでの研究

人生の節目すべての恩師であり、現在も継続して

いるのです。ただただ深く感謝し、この場を借り

てお礼申しあげます。
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寒さで甘くなるジャガイモたちは…

遠藤千絵

(北海道農業研究センター畑作研究部)

はじめに

  ジャガイモは、一般にはイモが休眠期に入って

から収穫し、休眠あけ後も低温に貯蔵することで

強制的に休眠を延長できるため、長期にわたって

貯蔵が可能な作物である。休眠中は生理的活性が

低く作物としての品質変化も少ないと考えられ

がちだが、様々な環境条件に反応して変化してい

る。特に、低温貯蔵での還元糖の増加は、"Low-

temperature sweetening"と呼ばれ、植物科学的にも

よく知られている現象である（Isherwood 1973,

Burton 1989, Sowokinos 1990）。一般的にも、北海

道では昔から、氷室貯蔵したジャガイモを春先に

食べるととても甘くておいしいということを皆

さんご存知で、甘さを生かした料理法などが家庭

で工夫されている。しかし、食品加工の観点から

見ると、ポテトチップスなど高温の油加工の際に

は、増加した還元糖はメイラード反応と呼ばれる

現象を通して茶褐色の色素を生成、製品に苦み・

焦げ色を生じさせる（Shallenberger et al. 1959）。

さらに最近、このメイラード反応中に発がん性が

疑われているアクリルアミドが生成されると報

告され（Mottram et al. 2002, Stadler et al. 2002）、ジ

ャガイモベースの油加工品で高濃度に検出され

たとの報告もなされた（Tareke et al. 2002）。この

ため低温での還元糖の増加は油加工ではマイナ

スの要因となっている（Burton 1989, Blenkinsop et

al. 2002, Chuda et al. 2003）。通常、油加工業者では、

低温貯蔵での糖の増加が低い品種を原料イモと

して用いて、8-12℃くらいの温度で貯蔵し、長期

貯蔵の場合はさらに reconditioning（16-20℃、2 週

間の昇温処理で糖を減少させる）処理を行って対

応している（van Es & Hartmans 1987, Blenkinsop et

al. 2002）。

　北農研センターでは、ジャガイモの用途ごとに

多くの品種を育成している。この中には、低温貯

蔵における糖の変動が特徴的なものがある。これ

らの品種・系統を用いて糖変動を詳細に解析する

ことで、"Low-temperature sweetening"のメカニズ

ムを明らかにしていきたいと考えている。本稿で

はこれまでに得られた知見の一部を紹介させて

いただく。

用途別品種を用いて

　ジャガイモは用途別に、生食用（青果として流

通するもの）、加工用（ポテトチップスやフライ

ドポテトなどに加工業者によって加工されるも

の）、でん粉原料用（でん粉精製に用いるもの、

精製でん粉は片栗粉として、また練り製品や麺類、

菓子類の原料として使用される）の３つに分類す

ることができる。それぞれの用途で求められる品

質が異なるため、用途ごとに適した品種が開発さ

れている。本研究では、生食用品種として「男爵

イモ」「メークイン」「キタアカリ」、加工用品種

として「トヨシロ」「スノーデン」「ホワイトフラ

イヤー」「ホッカイコガネ」「農林一号」、新しい

用途開発を目指して最近育成されたカロチノイ

ドを高含有で肉色がオレンジの「インカのめざ

め」、アントシアニン含有で肉色が紫の「インカ

パープル」「キタムラサキ」、肉色が赤の「インカ

レッド」等を用いた。これらのイモを 4℃および

20℃で貯蔵して糖量を経時的に解析するととも

に、ショ糖をグルコースとフラクトースに分解す

る酵素：酸性インベルターゼについて、その活性

および遺伝子発現を解析した。

低温貯蔵における３つの糖変動様式
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　いずれの品種も 20℃貯蔵では糖量は少なく 1

mg/g 生重量以下で推移した。これに対し４℃貯蔵

では、糖の変動は品種により「還元糖増加型」「糖

量低推移型」「ショ糖増加型」に分類できること

が明らかとなった（Matsuura-Endo et al. 2004）。図

１に「還元糖増加型」としてメークイン、「糖量

低推移型」としてホワイトフライヤー、「ショ糖

増加型」としてインカのめざめの糖変動を示す。

「還元糖増加型」では、低温貯蔵開始後、まずシ

ョ糖が顕著に増加し、貯蔵 2 週間でピークとなり

その後減少した。還元糖はショ糖より 1 週ほど遅

れて増加し始め、貯蔵 60 日位まで増加、その後

は同様のレベルで推移した（図 1A）。これまでに

調べた品種・系統のうちの大部分が「還元糖増加

型」を示すことがわかってきている。これらは

Hammond et al. (1990)や Zrenner et al. (1996)が報告

している、いわゆる「易糖化性品種：high sugar-

accumulating, cold-sensitive cultivars」に属すると言

える。

　これに対し「糖量低推移型」では、基本的には

「還元糖増加型」と類似の変動パターンを示すが、

還元糖量が「還元糖増加型」の 1/4 から 1/6 程度

で推移する点が異なっていた（図 1B）。ホワイト

フライヤーの父は「ND 860-2」といって、これは

「 low sugar-accumulating, cold-tolerant breeding

line」としてノースダコタ州立大学で育種開発さ

れた「難糖化性」系統である（ここでいう"cold-

sensitive / -tolerant" の意は「低温貯蔵で還元糖が

顕著に蓄積、ゆえに油加工で容易に茶褐色になっ

てしまう/そうではない」の意であり、糖が増加す

る方が"sensitive"ということで、低温科学の「凍結

耐性」と逆になっているのがおもしろい）。現在、

この ND 860-2 を母本として、"cold chipping"でき

る新品種（つまり 8℃より低い温度で貯蔵しても

還元糖増加が少なく、白くきれいなチップスが揚

げられる品種という意）の開発が各国で盛んに行

われている（Richardson et al. 1990, Blenkinsop et al.

2002）。

　一方、「ショ糖増加型」では、低温貯蔵開始後、

顕著に増加し始めたショ糖は、貯蔵 2 週後も増加

を続け、250 日後にはショ糖量は他の 2 つのパタ

ーンに比べ 6 倍量に達した（図 1C）。

「インカのめざめ」は高カロチノイド含有の２倍

体品種で（通常の栽培品種は 4 倍体）、その来歴

に、アンデスの原産種 Solanum phureja と Solanum

tuberosum subsp. andigena を持つ。高カロチノイド

の特性は subsp. andigena に由来するが、「ショ糖

が増加し続ける」というきわめてユニークな特性

については、どの来歴によってもたらされたのか、

図 1 成生育中および貯蔵中の糖量の変化。図中矢印にお

いて収穫、2 週間のキュアリングの後、貯蔵を開始、経

時的に塊茎より糖を抽出して HPLC にて定量した。A メ
ークイン、B ホワイトライヤー、C インカのめざめ。
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現在解析を行っている。

貯蔵中の酸性インベルターゼ活性の変化

　ジャガイモの"Low-temperature sweetening"にお

ける、糖代謝関連酵素の研究は数多くあるが、メ

カニズムについてはまだ完全に解明されてはい

ない。大まかには以下の様に説明されている。低

温貯蔵すると、塊茎細胞のアミロプラスト中の澱

粉が分解され、これが細胞質に出て、UDP-グルコ

ースピロフォスフォリラーゼとスクロースリン

酸シンターゼを介してショ糖となる（Sowokinos

1994, Hill et al. 1996）。その後ショ糖は液胞に移動、

酸性インベルターゼによってグルコース、フラク

トースに加水分解されるが、活性の程度は品種に

よって異なる場合がある（Richardson et al. 1990,

Zrenner et al. 1996) 。還元糖は再び細胞質に出て、

フォスフォフルクキナーゼ（PFK）をへて、解糖

系に移っていくが、Hammond et al. (1990)は、品種

によって PFK の低温感受性に違いがあるため糖

蓄積の程度が異なるとしている。本研究において

は、「還元糖増加型」と「ショ糖増加型」を比べ

た場合、後者は貯蔵２週後も「ショ糖があまり分

解されていない」とみてとれる。そこで、3 つの

変動様式を示す各品種でショ糖を還元糖に分解

する酸性インベルターゼの活性を解析してみた

（Matsuura-Endo et al. 2004）。

  図 2 に図 1 と同様、「還元糖増加型」としてメ

ークイン、「糖量低推移型」としてホワイトフラ

イヤー」、「ショ糖増加型」としてインカのめざめ

における、酸性インベルターゼ活性の変動を示す。

いずれの品種も 20℃貯蔵では活性は低かった。

4℃貯蔵では、メークインでは活性が貯蔵２週に

向けて急激に増加、その後高いレベルで推移した

（図 2A）。一方、ホワイトフライヤー、インカの

めざめでは 4℃貯蔵でも活性は低く推移した（図

2B, C）。糖変動パターンからみてメークイン／イ

ンカのめざめのインベルターゼ活性の高い／低

いはうなずける結果であった。ホワイトフライヤ

ーでは、2 週以降のショ糖の減少は、酸性インベ

ルターゼ以外の酵素、スクロースシンターゼなど

が関与している可能性があると推測している。ま

たこの品種での貯蔵後期の活性増加は萌芽とパ

ラレルであり、これらの関係についても解析する

必要がある。

　次に、酸性インベルターゼの遺伝子発現につい

図 2　成育中および貯蔵中の酸性インベルターゼ活性の

変化。図１と同様の塊茎より酵素粗抽出液を調製して

酸性インベルターゼの活性を測定した。A メークイン、

B ホワイトフライヤー、C インカのめざめ。

図 3　品種による酸性インベルターゼ遺伝子の発現の違い。

図１と同様の貯蔵１週目の塊茎より RNA を単離し、酸性

インベルターゼの 433 bp フラグメントを用いて RT-PCR 法

にて本酵素の遺伝子発現について解析した。
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て RT-PCR 法を用いて解析した（図 3）。メークイ

ン、インカのめざめでは本酵素の活性と同様、遺

伝子発現の有無が確認できた。が、興味深いこと

に 4℃貯蔵でも活性の低かったホワイトフライヤ

ーでは、本酵素の遺伝子発現はメークインと同程

度に認められた。この品種では遺伝子発現以降で

本酵素の活性が調節されていると考えられ、今後

解析していく予定である。

今後の展望

　以上のように、ジャガイモの低温貯蔵における

糖変動は、品種により「還元糖増加型」「糖量低

推移型」「ショ糖増加型」の 3 つのタイプに分類

できること、これらのタイプには酸性インベルタ

ーゼ活性が遺伝子発現のレベルで関与すること

を明らかにしてきた。また、「還元糖増加型」で

は、貯蔵中の温度を 4℃から 20℃／20℃から 4℃

へとシフトすることで、還元糖量が変化、これは

酸性インベルターゼ活性の遺伝子発現を伴った

変化と一致していることもわかってきている。現

在、糖変動タイプごとに酸性インベルターゼ遺伝

子について、ゲノミックサザン解析、遺伝子発現

をコントロールした形質転換体の作出等を試み

ており、これらを通して、 "Low-temperature

sweetening"のメカニズムを明らかにできたらと考

えている。また、これら得られた知見を、貯蔵特

性の特徴的な新品種の開発や、品種ごとの貯蔵特

性を生かした調理加工法の開発等につなげてい

きたいと考えている。

おわりに

　北海道大学低温科学研究所植物凍害科学部門

教授・吉田静夫先生、助教授・前島正義先生の指

導のもとで、博士後期課程の研究をさせていただ

いた（1992 年学位取得）。植物が低温に立ち向か

う機作はとても魅力的な研究テーマであると感

じた。北農研畑作研究部に移り、植物を「作物」

「食品」として研究することが増え、とまどいも

多くなった。数年前、フィンランドで行われた

Cold hardiness 関連のワークショップに吉田先生

とともに参加させていただいた折、先生に「最近

どんな研究をしているの？」と尋ねられ「ジャガ

イモの煮くずれの要因とかを調べています…

（Matsuura-Endo et al. 2002a, 2002b）」とお話しし

たところ、先生が「そりゃあもう、（煮ちゃった

ら）生き物じゃないじゃない」とおっしゃられ、

愕然としたことを昨日のことのように思い出す。

なんとか「生き物」としての作物の魅力を探れる

ような仕事をしよう、そう思ってきたが力不足で

なかなかそうはいかない。が、ここで紹介させて

い た だ い た ジ ャ ガ イ モ の "Low-temperature

sweetening"は、興味深いテーマであると思ってい

る。アンデス高地原産のジャガイモはやはり他の

植物と同様、凍結回避のため糖をためるのだろう。

しかし、「作物」としての品種改良を重ねるなか

で、ポテトチップス用の品種はチップの色が悪く

なるという理由で、「糖を蓄積しない」という選

抜を受けてきたのだ（「作物—品種・系統」はそ

ういう意味で、現象を探る上で simplify された優

れた系であるといえ、これらを扱えることを大事

にしたいと思う）。インカのめざめはアンデス原

産の遺伝的バックグラウンドを色濃く残してい

るから、還元糖でなくショ糖をためるのだとした

ら、cryo-protectant として、ショ糖の方が有利なの

だろうか…。などとつらつらと考えていると、吉

田研究室に入って最初に先生と行った、キクイモ

プロトプラストを低温顕微鏡下で凍結融解する

実験が頭によみがえってくる。あのとき、キクイ

モ組織片では LT50 はグルコース懸濁液よりショ

糖懸濁液の方が低かったような…。

　今後も、「作物」を通して「植物」の魅力を探

れるような研究をできる範囲で続けていきたい

と考えている。
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酸性雨が雪になると植物はどうなるのか

荒川圭太・稲田秀俊

(北海道大学大学院 農学研究科・木材生物学分野)

はじめに

  私（荒川）は平成 4 年 6 月 1 日に北海道大学低

温科学研究所の旧植物凍害科学部門の助手とし

て採用され、吉田先生のご指導のもとで植物の寒

冷適応機構に関する研究を肌で知る機会を得ま

した。そして植物が北海道の厳寒期の積雪・風雪

の中で越冬する様子を目の当たりにし、耐寒性が

植物にとって重要な形質であるという認識を強

く持ち続けて現在に至っています。

  今回の報告は、耐寒性について研究する中で、

水が凍結する現象が植物の生命活動に大きな影

響を及ぼすという認識から派生した新しい研究

テーマについて取り上げます。

  我々が日常生活の利便性や利潤を追求するこ

とで文明社会が発展すると共に地球環境に絶大

な負荷をかけ続けている。実際、二十世紀後半は

地球レベルでの環境破壊が深刻化しており、様々

な病巣が露呈しつつある。大気汚染がそのひとつ

の例であり、我々の生産活動が重化学工業に高く

依存し、化石燃料の消費が増加の一途をたどって

いるのがその原因となっている。そのため、硫黄

酸化物（SOx）や窒素酸化物（NOx）などが大気

中に放出され続け、公害や環境破壊を引き起こす

に至っている。これらの大気汚染物質を取り込ん

だ雨は、二酸化炭素が水に溶解した際の pH 5.6 よ

りも酸性化する。このような雨は酸性雨と呼ばれ、

降雨に混じる酸性物質（硫酸、硝酸など）によっ

て、建造物などの住環境や植生・農作物の生産性

などに少なからぬ影響を及ぼすことが懸念され、

地球規模の環境問題である（片岡、竹内, 1998）。

　大気汚染物質を含む降下物は雨に限ったもの

ではない。雪もまた然りである。酸性物質を含ん

だ雪は酸性雨と同様に定義され、大気汚染が原因

となる環境問題であると考えられる。しかし、降

雪そのものが冬季や寒冷地域での気象現象であ

るため、酸性雨に比べて酸性雪の認知度や関心度

は低い。

　しかし、酸性物質を含む雨と雪ではその違いは

大きいと我々は考えている。すなわち、雪氷は雨

に比べて地表面に留まる時間が長い。そのため、

酸性雪に覆われた植物は氷点下温度と酸性物質

による複合的な環境ストレスを長期間にわたっ

て被ることになる。また、融雪初期には積雪下で

貯蔵エネルギーを消費して越冬してきた植物体

が酸性融雪水に曝される。この状態で寒暖が繰り

返されると、酸性融雪水に接触した状態で凍結融

解される。さらに、酸性雪の場合、水が結晶化す

ることによって降雨に含まれていた酸性物質の

多くが凍結濃縮された状態で雪氷中に分布する

ことが予想される。融雪水の pH 変化を経時的に

測定した報告によると、一時的な酸性化が融雪初

期のみに限らず融雪期後期にも発生するとのこ

とであった（Susuki 1982, 2000; Fushimi et al.,

2001）。このことは、酸性降下物が雪の結晶に一

様に分布しているのではなく、表面や中心部分に

局所的に濃縮されていることを示唆する。積雪下

で生じる雪氷の再結晶化によっても酸性降下物

が濃縮される可能性も十分に考えられる。したが

って、酸性雪は酸性降下物の存在様式や挙動が酸

性雨の場合とは大きく異なるため、雪解け後の植

物の生育に少なからぬ影響を及ぼす環境要因に

なりうると考えた。しかし、酸性雪による植物の

影響やその応答性について詳しく検証した例は

見ない。

　そこで本研究では、酸性雪によるストレスを実

験室レベルでシミュレーションし、酸性雪による
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越冬性植物の傷害発生機構を解析して酸性雪耐

性賦与を目指す。

酸性雪ストレスによる植物組織への影響を評価

する方法について

　実験材料には越冬性作物である秋播き小麦（冬

小麦）であるチホクコムギ（Triticum aestivum L. cv.

Chihokukomugi）を用いた。播種後約 12 日目の実

生を明期 4℃、暗期 2℃の 12 時間周期の条件で 4

週間低温馴化したものを実験に供試した。

　酸性雪ストレスを簡便にシミュレーションし

て植物への影響を評価するために耐凍性試験を

応用することにした。厳密には酸性雪で処理する

ものではないが、積雪下で植物が酸性物質を含む

雪や氷の結晶に曝されることを考慮すると、緑葉

に接している酸性溶液を凍らせるという酸性凍

結様式でも同様の凍結ストレスを模すことがで

きると考えた（Inada and Arakawa 2004）。

　低温馴化した小麦緑葉を約５mm 幅に切片化し

たものを、試験管 1 本あたり 50 ± 2 mg FW で分配

した。通常の耐凍性試験では、植物試料に純水を

添加してから植氷をおこなうが、本実験では純水

の代わりに目的の pH に設定した硫酸溶液を添加

してから植氷することにした。そこで純水または

硫酸溶液 0.3 ml を試験管に分注し、これを液相式

のプログラムフリーザにセット

して、植氷した後に緩速冷却によ

る平衡凍結をおこなった。

　この他に、平衡凍結法による耐

凍性試験だけでなく、一定の凍結

温度を保ちながら試料を凍結処

理する長期凍結法もおこなった。

この試験では、目的の凍結温度に

冷却するまでは平衡凍結法と同

様におこない、その後凍結温度を

一定に保ちながら目的の処理期

間まで凍結を継続した。

　いずれの耐凍性試験でも、試料

は 4℃の遮光条件下にて融解し

た。

　通常の耐凍性試験では、試料の生存率の測定に

簡便な電解漏出法を採用するところだが、硫酸存

在下では細胞の粗抽出液濃度に比例した電気伝

導度値を表わすキャリブレーションカーブが描

けなかった。しかし、ニンヒドリン反応によるア

ミノ酸漏出量の測定では、硫酸存在下でも粗抽出

液の濃度にほぼ比例してキャリブレーションカ

ーブが描けたため、いずれの耐凍性試験でも試料

の生存率をアミノ酸漏出法で見積もることにし

た。

　また、酸性条件下の過冷却実験では、植氷しな

いこと以外は基本的に平衡凍結法や長期凍結法

と同様におこなった。つまり本実験では、植氷せ

ずに冷却し、外液が凍結しなかった試料のみを用

いて生存率を測定した。

　以上の方法を用いて、冬小麦緑葉における酸性

雪ストレス（厳密にいえば酸性凍結ストレス）に

よる影響について簡便にシミュレーションでき

るものと考えた。なお、凍結処理条件の植物試料

への影響を比較・評価するための指標として、凍

結温度に対する生存率を用いたほか、ある温度

（x℃）で凍結融解処理した場合の生存率を表わ

す SRx値を用いることにした。

図 1　酸性凍結ストレスによる冬小麦緑葉への影響。酸性雪ストレスのシミ

ュレーション実験として、植氷前に pH2-4 に調整した硫酸溶液を試料に添加

して平衡凍結試験をおこなった。融解後の生存率を SR-8値について求め、酸

性条件下での凍結ストレスによる影響を調べた。
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冬小麦に対する酸性凍結ストレス処理の影響に

ついて

酸性条件下での平衡凍結による冬小麦への影響

　冬小麦緑葉を用いて、酸性条件下で平衡凍結法

による耐凍性試験をおこない、純水を用いた通常

条件での耐凍性試験（対照区）の結果と比較した。

　pH 3 と pH 4 に調整した硫酸溶液を用いた場合

では、純水による対照区の結果とほぼ同様の LT50

値（約-11℃）であったのに対して、pH 2 の条件

では-7.6℃であった。また、SR-8値を比較すると、

pH 3 と pH 4 の条件では 81％と 78％で、対照区

（82％）とほぼ同様の結果であった。一方、pH 2

の場合では SR-8値は 45％で、対照区と比べて 30％

以上も低下していた（図 1）。このことから、冬小

麦緑葉を pH 2 の硫酸共存下で平衡凍結すると融

解後の生存率は著しく低下することが明らかに

なった。

  本実験系では、植氷前に添加した硫酸溶液（pH

2）に傷害を受けた細胞から漏出する内容物が混

入するなどして、試験管内の水溶液の pH は徐々

に上昇した。例えば、pH 2 の硫酸溶液を用いた酸

性凍結試験の場合、凍結前は pH 2 であるが、融

解後は細胞内物質の漏出により pH 4 弱、アミノ

酸漏出処理の後では pH 5 付近であった。それに

対して純水での対照区の場合、

凍結前は約 pH 5.6 であるが、融

解後は pH 6 弱、アミノ酸漏出処

理の後では pH 6.5付近であった。

そこで、硫酸を添加する時期だ

けを凍結融解後にずらすことに

よって、本実験系のアミノ酸漏

出過程で共存する硫酸の影響に

ついて検証した（図 2）。

　純水にて凍結融解した後に硫

酸を添加してアミノ酸漏出量を

測定すると、硫酸未添加のもの

とほぼ同様の SR-8値を示した。

このことから、凍結融解した後

では、硫酸の存在は試料の生存

率に大きな影響を与えないもの

と考えられた。

　これらのことから、平衡凍結法による酸性凍結

試験では、凍結融解する過程で硫酸（pH 2）が共

存すると冬小麦緑葉の傷害発生が助長されるこ

とが明らかになった。

　次に、平衡凍結法による酸性凍結試験において

温度条件の影響を調べるため、酸性条件下での過

冷却実験をおこない、酸性凍結実験での結果と比

較した。酸性条件下での過冷却実験では植氷をお

こなわないため、植物試料は細胞外凍結せずに温

度低下に曝される。そのため酸性条件下での温度

低下による影響を生存率測定によって評価した

ところ、過冷却状態を保っていた試料では、硫酸

添加の有無にかかわらず、処理温度が低下しても

生存率は高く維持されていた。純水での過冷却処

理では SR-8値は 90％を超え、酸性過冷却処理でも

同値は 85％にも及んでいた。一方、平衡凍結した

場合、前述したように酸性条件では生存率は著し

く低下し、対照区の SR-8値は 80％以上であったの

に対して酸性凍結実験では 50％以下であった。

　以上のことから、平衡凍結法による酸性凍結試

験において植物試料の生存率低下を引き起こす

要因は、硫酸共存下で処理温度が低下することよ

図 2　凍結融解後の pH 低下が冬小麦緑葉に及ぼす影響。酸性条件下での平衡凍

結試験において、硫酸による pH 低下が凍結融解後の冬小麦緑葉試料の生存率に

及ぼす影響を調べるため、アミノ酸漏出処理の直前に pH 2 の硫酸溶液を添加し

た処理区（融解後）を設け、通常の酸性凍結処理区（植氷前）のものと SR-8 値

を比較した。なお、対照区（水）には純水にて凍結融解処理したものを示した。



- 分子から群集まで広視野研究をめざす -

- 42 -

りも、むしろ硫酸共存下で凍結

融解することにあると考えられ

る。しかし、pH 3 以上の硫酸溶

液が存在するときは平衡凍結法

によって凍結融解しても冬小麦

にはほとんど影響がなかったこ

とから、平衡凍結という比較的

短時間の凍結処理方法では酸性

降下物の濃度がある程度高くな

ければ冬小麦緑葉では傷害発生

に至らないことが考えられた。

もちろん、人工酸性雨処理に対

する感受性が植物種によって異

なるのと同様に（Fowler et al.,

1989; Reinikainen et al., 1989;

Bäck et al., 1993; Shan et al., 1995; Velikova et al.,

1997, 2000; Asai et al., 1998, 2001; Stoyanova, 1998;

Stoyanova et al., 1998; Gadallah, 2000; Yu et al.,

2002; Gabara et al., 2003）、酸性凍結ストレスに対

する感受性も種によって異なる可能性が高く、冬

小麦の本品種だけを例にとって酸性凍結ストレ

ス過程での pH 感受性を論ずることはできない。

そのため、様々植物品種についても同様な酸性凍

結試験をおこなって、酸性雪ストレス感受性を評

価することが必要であろう。

酸性条件下での長期凍結による冬小麦への影響

　平衡凍結法による評価に続き、長期凍結法でも

酸性凍結ストレスの影響について調べた。この長

期凍結法では、積雪中で越冬する場合のように、

氷点下温度のみならず凍結脱水にて細胞内外で

濃縮された溶質に長期間曝されることによる影

響を調べることが目的である。シロイヌナズナを

純水にて長期凍結した場合、平衡凍結とは異なる

様式にて細胞膜の微細構造変化が発生すること

も知られている（Nagao et al., 2004）。そこで、pH

2 の酸性条件下での凍結処理が冬小麦緑葉に及ぼ

す影響について、-4℃にて 7 日間ならびに 28 日間

の長期凍結処理をおこなって検証した（図 3）。

　-4℃での長期凍結処理の場合、硫酸共存の有無

にかかわらず、処理日数が長くなるほど冬小麦緑

葉の生存率は低下していた。pH 3 や pH 4 で硫酸

が共存する場合、いずれも対照区に比べてわずか

ながらに生存率の低下が促進される傾向にあっ

たが、両者の間には差異は見られなかった（デー

タ未掲載）。pH 2 の条件では、pH 3 や pH 4 の条件

に比べて生存率の低下が助長され、処理後 7 日目

の SR-4 値は対照区よりも 30％近く低下し、28 日

目の SR-4値は 50％近くも低下していた（図 3）。

　一方、植氷しないこと以外は同じ条件にて長期

的に過冷却を継続した場合、pH 2 の酸性条件でも

生存率の低下はほとんどみられず、対照区と共に

生存率は 90％以上の値を維持していた（データ未

掲載）。

　これらの結果から、長期的に酸性凍結ストレス

が続くと、pH 2 のみならず、平衡凍結法では大し

た影響を与えなかった pH 3 や pH 4 の条件でも、

氷点下温度に加えて緑葉組織が凍結濃縮された

酸性物質に曝され続けることにより傷害発生が

助長される可能性が示唆された。

冬小麦実生に対する酸性凍結ストレスの影響に

ついて

図 3 　酸性条件下での長期凍結が冬小麦緑葉に及ぼす影響。

 　硫酸溶液（pH 2）を植物試料に添加して、-4℃にて長期凍結試験をおこなっ

た。処理後 7 日目と 28 日目の試料について融解後の生存率（SR-4値）を測定し、

酸性条件下での凍結ストレスによる影響を調べた。
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　次に、冬小麦の実生を用いて酸性雪ストレスの

シミュレーション実験を試みた。今回は、酸性凍

結試験後に実生を再生長させ、実生における傷害

発生の違いを観察することにした（図 4）。なお、

本実験系では融けた硫酸溶液が土壌中の根系に

与える影響を避けて評価するために、便宜的に地

上部だけまたは緑葉の一部だけを酸性条件下で

凍結融解処理するように留意した。

　その結果、緑葉組織の一部だけ酸性条件におい

て凍結融解処理した場合、処理した部位でのみ著

しく傷害が発生していた（図 4A）。また、酸性凍

結ストレス処理した実生の地上部では傷害が著

しく発生して枯死した葉も多く見られ、対照区に

比べて生育量も低下していた（図 4B）。

　このような冬小麦実生を用いた実験系では、緑

葉組織を用いた実験系とは異なり、凍結融解後の

実生を光照射下で常温にて再生長させている。光

照射は凍結融解後の傷害発生を助長することが

知られているため、酸性条件下で凍結融解した実

生は再生長の過程で対照区の実生よりも傷害に

よる影響が大きくなったものと予想される。この

ことは緑葉組織の一部だけを硫酸溶液に接触さ

せて凍結融解すると、処理部位のみに強く傷害が

発生したことからもうかがえる。酸性凍結ストレ

スに光照射条件が加わることによってさらなる

活性酸素ラジカルの発生を誘発し、傷害発生頻度

の上昇を導くのかも知れない。

考察

　本研究では、大気中の酸性降下物を含む降雪・

積雪が冬作物に及ぼす影響について試験的に調

べるため、酸性雪によって発生するストレスを耐

凍性試験を応用することで簡便にシミュレーシ

ョンして植物組織に与える影響について評価し

た。前述したように、降雪・積雪中の酸性降下物

の存在様式は酸性雨の場合と異なり、局所的に濃

縮されている可能性が高い。このような酸性物質

を含む積雪に曝される越冬性植物への影響を評

価するために、温度低下に平衡した凍結脱水スト

レスを受ける過程と、ある温度での凍結脱水スト

レスが長期的に継続される過程の二種類につい

て、それぞれ平衡凍結法と長期凍結法を応用した。

このような試みに関する報告は前例がなく、酸性

物質を含む雪氷による環境ストレスの植物への

影響を示唆する研究例として位置づけられるで

あろう。

　酸性凍結ストレスによる植物細胞の傷害発生

のメカニズムの詳細については未だわかってい

ない。冬小麦のような草本植物では、通常、凍結

温度に対して細胞外凍結にて応答する（Levitt,

1980; 酒井, 1982; 吉田, 1999）。このような植物細

胞が過度の凍結温度に曝されると、凍結過程にて

細胞膜などの不可逆的な微細構造変化が発生す

る（Fujikawa and Steponkus, 1990, Uemura and

Steponkus, 1999）。このことが凍結傷害を引き起こ

す主要因と考えられている。酸性凍結処理では、

硫酸共存下で細胞外凍結することで凍結傷害の

図 4　酸性凍結処理した冬小麦実生の再生長過程におけ

る生育への影響。

 　A . 硫酸溶液（pH 2）を染み込ませた濾紙で小麦緑葉

の一部を挟んでから、鉢植えごと長期凍結試験をおこな

った。実生を-4℃にて 3 日間処理した後、融解してから

常温下で再生長させた。B. 硫酸溶液（pH 2）で作成した

氷で実生の地上部を覆い、鉢植えごと酸性凍結試験をお

こなった。この実生を-4℃にて 3 日間処理した後、融解

してから常温下で再生長させた。いずれも対照区（水）

として純水を用いて同様に処理したものを示した。
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発生が助長されることから、凍結濃縮された酸性

物質が植物細胞の凍結または融解過程で細胞膜

などの微細構造変化を促進するか、もしくはこの

ような凍結傷害とは全く別のメカニズムでもっ

て氷点下温度にて酸性物質の凍結濃縮が進むに

つれて細胞にダメージを与える可能性などが考

えられる。現在、酸性条件下での凍結過程におけ

る細胞膜の微細構造変化の様式をフリーズフラ

クチャー電子顕微鏡法にて観察し、細胞膜の傷害

発生様式の特徴付けを試みている。

　冬小麦緑葉組織を用いた酸性凍結試験によっ

て、酸性雪の降雪・積雪が越冬性植物にとって環

境ストレスになりうることが明らかになった。た

だし、酸性雪ストレスに対する感受性を迅速かつ

簡便に評価するために、一連の酸性凍結試験では

pH 2 という酸性条件に設定しておこなった。今の

ところ、このような低 pH の酸性雪は野外観測の

記録には見当たらない。しかし、pH 4条件下で-4℃

での長期凍結処理が 1 週間以上続くと傷害発生が

助長されはじめることを考慮すると（データ未掲

載）、寒さの厳しい地域や降雪地域において、通

常に観測される程度の酸性度（pH 4-5）の雪氷が

長期間にわたって植物と接触することで融雪後

の植物の生産性に影響を及ぼすことも十分に考

えられる。植物は越冬中に備蓄していたエネルギ

ーを消費するために融雪後の植物では地上部の

消耗が激しい。そのため、積雪中に共存する酸性

物質の影響について越冬後の植物の外観だけか

ら判断することは難しい。しかし、本研究の結果

をふまえて考えると、降雪・積雪・融雪という一

連の自然現象の過程において、酸性物質を含む雪

氷は着実に越冬する植物を蝕むに違いないであ

ろう。

　大気汚染物質の排出が今後も続くなかで、植物

の酸性雪ストレスによる傷害発生機構の解明や

それに対する耐性賦与の試みを今後も継続して

おこなうことは、将来的に、大気汚染物質による

環境ストレスからのダメージを軽減する方策を

見いだしたり、植物生産性の維持や植生回復のた

めに役立つものと期待している。
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現場の研究者が楽しく有意義な研究を展開できるよう、

ご指導をお願いします

田村 晃

（秋田県農業試験場　野菜・花卉部）

はじめに

　10 月の稲刈りを終えると、秋田の農業の一年は

おおかた終了する。11 月に初雪が降り、12 月か

ら 2 月中旬までほとんど晴れることがなく、地域

全体が真っ白になり、雪に閉ざされる。

　秋田は夏期には稲、野菜、花き、果樹など、農

家にとって作物の選択肢は豊富にあるが、冬期は

非常に少ない。このため、冬期間に農家は出稼ぎ

や在宅他産業就労などを余儀なくされる。

　近年、秋田ではパイプハウスを主体にして施設

栽培が普及しつつある。しかし、これらのハウス

の大部分は、冬期には雪に埋もれ遊休化している。

周年農業生産体系の確立は、北国に位置する農業

試験場の重要なテーマの一つである。冬期に遊休

化しているハウスを有効利用し、低コストな葉菜

類栽培技術が確立されるならば、周年農業生産体

系の一翼を担いうる有力な手段となる。

　そこで、1991 年から冬期のナバナ（アブラナ科

作物で、抽だいした若茎・葉を食する葉茎菜類を

総称してナバナと呼んでいる）栽培の試験に取り

組んだ。当時、私は植物・作物の凍結に関する知

識が全くなかった。1991 年 12 月に寒波が襲来し、

Ａ

 

Ｂ

Ｃ

 

Ｄ

写真 1　ナバナの凍結

Ａ：　ナバナが凍結している様子。Ｂ：　細胞外で形成された氷が表皮を切り裂き、滝のように析出する時もある。

Ｃ：　まれに氷の芸術がみられる時もある。Ｄ：　ナバナの若茎が凍裂すると、商品にならなくなる。
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ナバナが凍結した。早朝出勤し、ナバナが凍結し

て、カチンカチンになっているのをみて、「試験

が終わったな」と思った。

　しかし、日中暖気になると融解し、回復した。

ビックリし、まず、北海道農試に電話し、植物の

凍結について問い合わせたところ、「こちらでは

わからない」とのことであった。そこで、北大の

農学部へ問い合わせた。返答は同じであった。そ

こでさらに、理学部の植物専攻に問い合わせた。

そうしたら、「こちらではやっていないが、低温

研の吉田静夫先生に問い合わせてみたらどうか」

という返答を頂いた。そこで、吉田先生に電話し、

お話を伺った。これが、吉田先生との初めての出

会いである。そして吉田先生のご好意により、

1994 年 5 月～10 月にかけての 6 ヶ月間、低温研

で研修させて頂いた。この期間中は雑務が一切な

く実験三昧で、楽しく有意義な時を過ごすことが

できた。指導して頂いた吉田先生、佐藤利幸先生、

荒川圭太先生をはじめ、院生の皆さんに大変感謝

しております。

ホウレンソウ、コマツナの冬期栽培に関する試験

　吉田先生の研究室での研修を終え、秋田農試に

帰り、1995 年からホウレンソウとコマツナの冬期

無加温ハウス栽培の試験に取り組んだ。

　農家のホウレンソウ、コマツナの冬期栽培に取

り組む気持ちを喚起するためには、まず最初に、

農家の冬期栽培に対する不安を取り除く必要が

ある。当時、農家にはホウレンソウやコマツナが

凍結すると、傷害を受けたり致死するのではない

かとの不安があった。そこで、両作物がどの程度

の低温に耐えられるのかを明らかにするため、農

試ハウス圃場（秋田市）における両作物の耐凍性

の季節的な変化を調査した。その結果を図 1 に示

す（田村，2002）。秋田市は県内でも比較的温暖

で、厳寒期の最低気温は-6～-8℃であるが、両作

物の耐凍性は-10℃以下にまで増大した。1998～

2000 年にかけて、県内においては最も気温が低下

する鹿角市（秋田県北部）で現地試験を行った。

現地試験期間中のハウス内最低気温の極値は-

17℃であったが、両作物に凍結傷害はみられなか

った。このことから、両作物は秋田の冬を十分に

乗り切ることができることが明らかになった。

　秋田で冬期の葉菜類栽培を行う場合には、厳し

い寒さの中での収穫や除雪作業が伴う。従って、

農家の冬期葉菜類栽培に取り組む気持ちを喚起

するためには、栽培が可能なことを示すだけでは

必ずしも十分ではなく、さらに、冬期の低温条件

が葉菜類の品質を高めるための利点であること

を示す必要がある。そのため、低温処理が両作物

の糖とビタミン C 含量に及ぼす影響を調べた（田

村，1999）。実験は両作物を 12～15℃の暖かい条

件で育て、収穫期に達してから 2～4℃の低温条件

に移して実施した。その結果、低温に遭遇させる

と両作物の糖とビタミンC含量が急激に上昇する

ことが明らかになった(データ略)。次に、その程
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図 1　ホウレンソウとコマツナの耐凍性の季節的な変化｡供試品種はホウレンソウでソロモン、コマツナでせいせん 7
号とした。耐凍性は葉身組織が凍結傷害を受け、組織内の 15％の電解質漏出が引き起こされる温度（田村，2000）で

表示した。図中の印は　△，1996/97 年；　○，1997/98 年；　□，1998/99 年。
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度の低温に、どの程度の期間遭遇すると、どの程

度に糖、ビタミン C 含量が増加するのかを調査し

た（田村，2004）。その結果を図 2 に示す。

　調査の結果、収穫穫前10日間の平均気温が10℃

以下になるとホウレンソウやコマツナの糖およ

びビタミン C 含量が増加し、収穫前 10 日間の平

均気温が 0℃程度になると、糖およびビタミン C

含量が著しく高まることが示された。このことか

ら、糖とビタミン C 含量が豊富なホウレンソウと

コマツナを生産するためには、ハウス内の気温を

秋田の外気温並に低下させる必要があると考え

られた。

　そこで、ハウスのサイドを開放し、冷たい外気

をハウス内に導入する方法を採用した。ただし、

ハウス内に強風が入り込んで作物が傷むのを防

止するため、サイドに防風ネットを張った。

　秋田を含めた北東北地域で消費される葉菜類

のほとんどは関東地方以南から移入されている。

しかし、北東北地域の冬期の低温を活かし、糖が

増えて美味しく、ビタミンが豊富で栄養価の高い

ホウレンソウ、コマツナを生産する栽培方法が確

立されたと考えている。現在、地産地消の運動と

相まって、このような栽培が県内で普及しつつあ

る。この冬期の低温を活かした葉菜類栽培が農家

の冬期間の農業所得向上に寄与することを期待

している。

大学での基礎研究と現場での応用研究

農業試験場の主要な顧客は農家、農業生産法人

など、農産物を生産する人々である。これらの

人々の周辺には農業団体、市町村、農業資材等の

販売業者など、様々な人々、団体が存在する。し

たがって、私の顧客は簡単にいうと、生産者とそ

の周囲の関係者である。これらの人々に、有意義

な情報や手段を提供することが私の目標になる。

しかし、簡単にはこの目標は達成できない。

先に記述したホウレンソウとコマツナの冬期

栽培の仕事は、吉田先生や岩手大学の上村松生先

生、東北農業研究センターの方々ご指導とご協力

によって達成することができたのであり、地方農

試でひとりコツコツと実施しているだけでは決

して達成できなかった。

農業試験場の目標は、生産者やその周囲の人々

に有意義な情報や手段を提供することである。農

業を担う若い農家は高学歴者が多くなってきて

おり、また、農家や生産組織の栽培レベル、知識

は以前に比べ、格段に向上している。そのため、

単に「こうすれば良い」という手段・結果を生産
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図 2　収穫前 10 日間の平均気温とホウレンソウ葉身の糖およびビタミン C 含量との関係
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ている様子
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者に提供すれば事足りる、という時代は終わり、

「なぜこうすれば良いのか」を順序だてて、整理

して提供することが必要となっている。そのため

には、詳細な現象把握（理学）と現象の克服方法

（農学）の双方を明確に示す必要がある。

現場の技術者がひとりで詳細な現象把握とそ

の克服方法を成し遂げるには非常な労力と時間

を要するのみでなく、その組織の存立基盤上、困

難である。そこで、大学と役割分担をしながら仕

事を進めたいと思うのである。また、異なる環境

にいる研究者と話し合いながら、仕事を進めるの

は異なった角度からの考え方が吸収でき、楽しく

なる。実際、これまでも、吉田先生、上村先生、

佐藤先生、前島先生などから大きなエネルギーを

頂き、また、上村先生からは言葉に尽くせないご

厚誼を頂いている。私は、是非、自分と異なる環

境にいる方々との連携を大切にしながらしなが

ら、楽しく有意義な仕事をしたいと思っている。

おわりに

私は今後、雪中キャベツ栽培の構想を持ってい

る。といっても、雪の中でスクスクと生長させよ

うというのでなはく、秋に定植し、初冬までにキ

ャベツを結球させて、商品としてほぼ完成させ、

雪の中から出荷しようというのである。それなら

ば簡単ではないかと考える人もいるかもしれな

いが、そうではない。雪の中では氷核活性細菌（以

後、細菌）がキャベツに悪さをする。この細菌は

「なぜ 0℃で繁殖でき、また、細菌がどのように

してキャベツに侵入するのか」を明確に理解しな

いと、雪中キャベツの栽培技術は確立できない。

他にも様々な課題を抱えている。細菌に簡単に侵

されるものと著しく強いキャベツ品種の双方が

あり、非常におもしろい研究材料は揃っています。

興味を持たれる方は、ご一報下さい。

今回、このシンポジウムに日程を会わせること

ができず、出席できないことが非常に残念です。

吉田先生からは今後とも長くご指導とお励まし

を頂きたいので、くれぐれもご自愛下さるよう、

お願い申し上げます。吉田先生のもとに集う各方

面の研究者の皆さん、是非、現場で楽しい仕事が

できるよう、今後ともご指導頂きたいので、よろ

しくお願い致します。秋田から皆さんの楽しい集

いの大成功をお祈りしております。秋田の近くに

お越しの際は、是非ご一報ください。首を長くし

てお待ちしております。
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吉田先生の背中

大平 万里　(秋田経済法科大学附属高等学校)

  低温研の創設者であり、生涯一研究者であり続

けた中谷宇吉郎は随筆の名手としても知られて

いる。彼の作品に「立春の卵」という有名な一遍

がある。立春に卵が立つという報道に端を発し、

立春でなくても卵は立ち、なぜ立つのかも検討し

つつ、科学の精神をさりげなく綴った名随筆であ

る。この「立春の卵」には、科学の営みを続けて

ゆくうえで三つの大切な事柄が書かれてあると

私は思っている。その三つとは「思い至る事」「や

ってみる事」「がんばる事」である。

  「卵はいつでも立つに違いない」と思い至らな

いと何も始まらない。当然、思っているだけでは

駄目で、実際にやってみないとただの妄想である。

しかし、やった事のある人ならわかると思うが、

卵を立てるのは案外と難しい。ちょっとしたコツ

と根気が必要である。それなりにがんばらないと

目的は達成されず、妄想は妄想のまま、それまで

の常識は変わらない。吉田先生の事を思い返す時、

この随筆の事がいつも頭に浮かぶ。

  初めて吉田先生とお会いした時、斬新なアイデ

アや壮大な仮説を惜しげもなく新参者の私に数

時間にわたって懇切丁寧に説明してくださった。

その量と質に圧倒され、しばらく私は知恵熱状態

となってしまった。どこからあの豊かな発想が生

まれてくるのか、私などが理解できる訳もないが、

ともあれ、「思い至る事」は単なる「思いつき」

の蓄積ではなく、一つの「確固たる思想」なのだ

ろうなと初対面で痛感したのである。

  研究者の多くは、数あるアイデアのうち「攻略

できそうな事」を優先的に精選するものである。

そして、効率的に研究が進むように日々腐心する

のが一般的であろう。しかし、吉田先生は、とに

かくすべて「やってみる」のである。少なくとも

私にはそう見えた。もちろん、やり残した事は

多々あるに違いない。むしろ吉田先生の構想から

すれば、やり残した事の方が多いのかもしれない。

しかし時間の許す限り、できることはまずやって

みるという超人的な行動力は衰える様子がなか

った。ある時、核膜の純粋な単離に苦労していた

私は、「どうもうまくいかなくて困っています」

と実験中の吉田先生に愚痴をこぼしてしまった。

すると、「よし！一緒にやってみよう！」と自身

の実験を中断されて、半日あまり私の実験のため

に苦心してくださった。研究の事となると、瞬時

に一生懸命になり熱中してしまうその姿は、吉田

先生と共に過ごしたことのある人なら、容易に想

像がつくであろう。

  「思い至る事」「やってみる事」。この二つを備

えている研究者は、それなりにいるに違いない。

しかし、「がんばる事」を徹底的に続けてゆける

研究者がどれくらい存在するのか私にはわから

ない。ただ、吉田先生がとことん「がんばる事」

を続けている研究者であるという事に異論のあ

る人はまずいないだろう。

  ある時、とあるコンタミの問題に悩んでいた私

は、コーヒータイムに「どうやったら解決します

かね」と何気なく吉田先生に尋ねた。すると吉田

先生は「解決策はね…」とおもむろに話し始め、

「解決するまで続けることだよ。」と極めて真剣

な笑顔で答えてくださった。そのときは、それな

りにがっくりきたような気もするが、結局のとこ

ろ吉田先生はその精神で数々の難問を解決して

いったのだろうなと思うのである。また、初めて

低温研の超遠心機を見たとき、積算回転数が数桁

違うことに驚いた。実際、超遠心機のメインテナ

ンスの人が「この遠心機はもう想定積算回転数を

とっくにオーバーしてるんですけどねえ。こんな

遠心機、他にないですよ。」とため息をついてい
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た。もちろん、ほとんど吉田先生が回し続けたの

である。

  今回のシンポジウムに参加される方々ならば、

夜遅くまで夢中になって実験を続ける吉田先生

の背中をいつも見ていただろうと思う。その背中

は、植物の低温科学そのものと言ってもいい。そ

の背中から様々な枝が伸び、今回のシンポジウム

に結実している訳である。そしてまた、吉田先生

自身が中谷宇吉郎の精神を受け継いでいる一人

と私は思う。ふと、科学の営みのための事柄とし

て「受け継ぐ事」をつけ加えてもいいかもしれな

いと、吉田先生からほとんど何も受け継げなかっ

た私がしみじみ思う今日この頃である。

  最後に、遠方より今回のシンポジウムの晴れや

かな成功を切に願っています。
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個体としての単純さ・群集としての複雑さ

陶山　哲志

（産業技術総合研究所　生物機能工学研究部門）

低温研時代からこれまで

私が理学研究科植物学専攻の修士課程の学生と

して北海道大学低温科学研究所・植物凍害科学部

門に在籍したのは 1991 年の 4 月から 1993 年の 3

月まで。当時の教官は吉田先生が教授、前島先生

が助教授、佐藤先生が助手という構成で、途中か

ら荒川先生が加わりました。この講座に進学を決

めたのは単純に学部時代の指導教官（国際基督教

大学教養学部理学科・風間晴子教授）に勧められ

た研究室２つを訪問したさい、一方の研究室では

バリバリの分子遺伝学をやっておりタンパク質

や遺伝子を暗号の羅列のように扱うような分野

だったこと、それに対してこちらでは具体的なタ

ンパク質であったり細胞内小器官であったりと

いうレベルの研究内容をうかがい、より親しみを

覚えたことが最終的な動機だったと記憶してい

ます。進学してからの私も吉田先生の指導の下、

液胞膜の分離・ATPase の精製・抗体作成～ウェス

タンブロッティングと、分子遺伝とは無縁の学生

時代を過ごしました。酵素というものはとにかく

鮮度が命でしたので、材料であるモヤシを収穫し

てから破砕にかけ、液胞膜の分画を行い、ATPase

を可溶化して精製を行い、活性や純度の測定を行

い・・今考えると気が遠くなりそうですが、丸三

日も不眠不休で作業をしていたことが度々あり

ました。しかし、不思議と大変だったという想い

出よりも、長閑に札幌での生活を過ごしていた記

憶の方が鮮明に思い出されます。

その後つくばの工業技術院生命工学工業技術研

究所（現・産業技術総合研究所）に勤めてからは、

研究対象も植物ではなくバクテリアに変わり、こ

の様な分野で仕事をするからには分子遺伝学と

無縁であり続けるわけにもいかず、学生時代に学

んだものとは全然違った実験手法を学んで仕事

をするようになりました。単純に言ってしまえば

微生物生態学なのですが、環境中から特定の形質

を持つ新規バクテリアを分離・培養・そして同定

するのにリボゾーム RNA 遺伝子の分子系統解析

を利用したり、環境中微生物の群集構造の消長を

特定の遺伝子マーカーを用いて検討したり、さら

に特殊な形質を示すバクテリアに関して遺伝子

のクローニングや転写量を検討するような実験、

組換えによる表現型の変化を確認するような仕

事も行っています。大学に比べて研究テーマに予

算的な縛りが付いたり政治的に研究テーマの見

直しを迫られることも多く、一所に留まっていて

も一貫した研究を続けることは簡単ではないと

いうのが実情です。昨年勤続 10 年目にしてよう

やく学位を取得することが出来ましたが、1 つの

ストーリーにまとめるのにはかなり無理をした

様に思います。

これまで私が植物そして低温傷害というテーマ

に携わったのはまさに吉田先生と過ごした２年

間に限られており、後続の方々の研究内容に関し

ても十分に把握しているわけではありません。ま

た独立行政法人に移行して以来、私が所属する研

究機関では知的財産の扱いがきびしくなってお

り、現在行っている具体的な研究内容についてお

話しするわけにもいきません。従って、本稿は私

の研究分野でごく一般的に語られる問題を大ま

かにご紹介するような雑文であり、植物にも低温

にも最新の研究成果にも関係しない内容で恐縮

しているしだいです。

見えない・わからない・把握しきれない

低温研で植物の低温傷害の研究をしていた時に
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は『植物が低温に晒された時に傷害を受けるその

初発反応を巡ってどのような機構が引き金にな

っているのか』という問いかけが中心的な命題に

なっていました。その中で低温に対して特に感受

性が高いマメ科植物ヤエナリでは液胞膜 ATPase

と呼ばれる液胞膜水素イオン輸送系の酵素が速

やかに失活するという事象に絡め、その傷害反応

のごく初期に液胞膜 ATPase の一部のサブユニッ

トが選択的に外れて細胞質の中に遊離してくる

という現象を見いだしました。これは生細胞の中

でのみ観察され、精製した液胞膜や酵素標品では

観察されない現象であったことから、細胞質の側

により低温傷害の初発反応に近い変化（例えば、

イオン環境の変化．そしてその上流にはさらに別

のイオン輸送系や膜系などの問題が包含されて

いる．）が起こっているという傍証的な結論が得

られただけでしたが、細胞の仕組みの複雑さ、底

が見えない因果応報の奥深さを実感させられま

した。

それでは現在私が携わっている微生物生態学の

分野はどうでしょうか。植物に比べてずっと単純

な構造の生物であるバクテリアが対象ならば、さ

ぞ研究内容や実験系もシンプルだろうと思いき

や、決してそんなことはありません。まず最初に

普通の研究者はバクテリアと聞いて、大腸菌や枯

草菌の様な純粋培養の菌を思い浮かべるだろう

と思います。しかし実際の自然界では大腸菌や枯

草菌の様に純粋培養できるものは実は極めてマ

イナーな存在であり、土壌中や水サンプル中のバ

クテリアの 99%以上は培養に依存した方法では

検出さえできないと言われています。顕微鏡で観

察しても類別することは困難ですし、性状不明な

ものが無尽蔵に有るわけですから、一つ一つ名前

を付けて識別することはほとんど不可能です。植

物や動物、目に見える大きさのものであれば、個

体ごとに種を特定することも容易でしょうが、相

手がバクテリア、しかも純粋培養でない場合には

自分の実験材料を生物学的な言葉で言い表すこ

とすら困難です。

もし仮に培養することができて個別に識別する

ことが可能であったとしても、実験室で育ててい

るような単一クローンのバクテリアが自然界に

純粋に近い形で存在し、周囲と没交渉で生きてい

るなどということはまず有り得ません。環境中の

微生物は２者・３者・さらに多者の間で物質のや

りとりを行い、共生的に、あるいは競合的に優先

化とフェードアウトを繰り返しています。純粋培

養の菌から得られた生理学的な情報はあくまで

特殊なケースから得られた限定的なデータとし

て注釈付きで扱われることになります。『どのよ

うな菌が、どれだけ存在するか』また『どのよう

な菌が、どんな働きをしているか』という極めて

単純な誰でも思い浮かべるような問いかけが最

も難しい問題として残されてしまうわけです。

自然界や様々な環境中の微生物を詳細に記述す

ることは前述した通りほとんど不可能に近い話

ですが、微生物群集を集合体として扱い、その群

集構造を把握する努力は進められています。その

方法の一つが試料から DNA を抽出して遺伝子配

列の違いに基づいたグループ分けを行う方法で

す。このような方法では解像度が高い半面、解析

の方法によってはデータの量が膨大になりかえ

って全体像の把握が困難になるケースがありま

す。また、DNA の抽出効率や含まれる遺伝子のコ

ピー数が必ずしも細胞毎に一定していないとい

う問題があります。同様に脂肪酸やイソプレノイ

ドキノン等の化学的マーカーを抽出して解析す

るという方法も用いられていますが、逆に解像度

は低く、起源となる微生物量そのものの把握が難

しいという点に違いはありません。群集構造の把

握という観点からは離れて、起源となる微生物に

は関係なく環境中の DNA を総体として扱う‘メ

タゲノム’という発想が近年流行りつつあります。

データの収集・解析ともに現状の技術の範囲でカ

バーしきれるものではありませんが、今後の展開

しだいで主流になってくる可能性があります。一

方、細胞試料を蛍光ラベルした DNA プローブや

抗体で染色して観察するという手法も取られて
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います。染色の特異性により、試料全体の中で特

定のグループに属するものがどれくらい含まれ

ているかということが推定できます。活性染色や、

ラジオアイソトープの取り込み活性などを同時

に検出することで『どのような菌が、どんな働き

をしているか』という質問には限定的に答えられ

る場合もあります。こうしたサイトケミカルな手

法でも染色の効率が問われることになります。染

色のポジティブとネガティブを明瞭に区別でき

るケースばかりではないので、万能な手法ではあ

りません。また、染色により判別できるものは全

体のごく一部に限られてしまうことから全体像

の把握はなお困難で、いずれにしても残念ながら

現状では『どのような菌が、どれくらいいて、ど

んな働きをしているか』という命題に満足に答え

られる段階にはありません。

植物研究の分野に留まっていらっしゃる方が多

い中、以上のように私の中心的な興味や研究課題

は皆様方のものとは少しかけ離れたものになっ

てしまい、はたしてこのシンポジウムの趣旨に添

うものなのかよくわかりません。いえ、たぶん添

わないでしょう。けれど無理矢理なこじつけをさ

せていただければ、未知の困難な課題を解決する

こと（植物の生理現象を理解することしかり、複

雑な微生物生態系を理解することしかりです）、

それに関して言えば植物の研究も微生物の研究

も一貫している、というのが私の考え方です。
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図１ 活性汚泥試料（生活廃水処理槽から採取した微生物
サンプル）の多重染色。全て同一視野を観察したもの。上

段は位相差顕微鏡による明視野観察像。中段は DAPI染色
を UV励起で観察したもの。黄色く光っているものはポリ
燐酸を蓄積した細胞と思われる。下段は Cy3 で蛍光ラベ
ルした特異的遺伝子プロープによる染色を B 励起で観察
したもの。各細胞の大きさはおおよそ 1 µm程度。
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第 II 部

広領域研究を目指して
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分子から個体まで　植物の水輸送を階層的に考える

村井（羽田野）麻理

（東北農業研究センター）

はじめに

  私は、1993 年秋から 1997 年春まで、修士課程

の 2 年目から博士後期課程 3 年までの約 3 年半の

間、北海道大学低温科学研究所で学生生活を過ご

させて頂きました。千葉大学園芸学部の修士課程

の学生の時に、初めて「植物凍害科学部門」の吉

田静夫先生の研究室を訪れました。その時に、ご

自作の低温顕微鏡を使って、植物の細胞が冷やさ

れ凍結する様子を見せて頂いた印象は今でも忘

れられません。あれから早くも 11 年が経過しま

した。振り返ってみると、現在の自分の興味は、

低温研で見聞きし学んだことに大きな影響を受

けていることに気づかされます。そこで今日は、

自分が現在立っている位置を確かめ、これからを

展望するために、これまでの 11 年を振り返って

みたいと思います。

北大低温研で過ごした３年半

　大学院博士後期課程での研究テーマは、低温顕

微鏡を使ってキクイモ塊茎を材料に、植物細胞の

凍結障害メカニズムを追求するというものでし

た。

丸い 1 個のプロトプラストが、低温顕微鏡のス

テージで徐々に冷やされて 0℃を下回ると、まず、

細胞外の溶液が凍り始めます。顕微鏡視野の彼方

から氷の結晶がぐんぐん成長してプロトプラス

トの近くにまで伸びてくる様子をはじめて目に

した時は、南国四国育ちの私は「あー、私はつい

に北海道まで来たんだなあ。北海道といえば六花

亭のチョコレート、そしてここは雪の結晶の研究

で有名な低温研なんだなあ。」と思ったものでし

た。

さて、温度が氷点下に下がり、プロトプラスト

の外液が凍り始めてから、さらにしばらく見てい

ると、まん丸だったプロトプラストが、梅干しの

ようにしぼんでくるではありませんか。これは、

細胞の外の溶液の凍結による濃縮効果のために、

細胞内の水分が細胞外へ移動して、細胞が次第に

脱水するためであると教わりました（細胞外凍

結）。細胞外凍結によって細胞から奪われる水の

量は半端ではなく、-10℃の凍結によって細胞内の

80～90％もの水分が脱水されてしまうほどです。

一方、細胞の内部に氷晶が形成される「細胞内凍

結」は、特定の条件または特定種類の植物以外に

はめったに発生しないということです。毎日キク

イモのプロトプラストが凍結脱水により激しく

しぼむ様子を観察している内に、「なんで細胞は

脱水によってダメージを受けるんだろうか。いっ

たい水ストレスとはどんなストレス何だろう

か？」という疑問が生じ、植物と水の相互作用に

ついて漠然とした興味を抱くようになりました。

受託学生として低温研に入れてもらった 1993

年には、植物の乾燥耐性に詳しい荒川圭太先生

（現：北大農学部）、またアクアポリンを世界に

先駆けて単離された前島正義先生（現：名大生命

農学研究科）に指導していただく機会にも恵まれ

ました。このような環境のもとで、植物と水の関

係について、もっと勉強したいと思うようになり

ました。

東北農研センターでの７年半

1997 年に就職したのは、岩手県盛岡市にある東

北農業試験場の気象評価制御研究室（現：東北農

業研究センター農業気象研究室）というところで

した。この研究室には、「気象学」と「農作物の

栽培技術」という全く異なる研究分野出身の人が
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あつまる個性的な研究室でした。これからどのよ

うな研究テーマに取り組むべきかと考えていた

ところ、当時の小沢聖室長（現：国際農林水産業

研究センター沖縄支所）に、冬作のホウレンソウ

やコマツナ「寒締め菜っ葉」が低温でしおれて農

業現場で問題になっているから、そのメカニズム

について調べてみないかと勧められました。急な

低温にさらされると植物がしおれる現象には、以

前から興味があったので、私には願ってもない研

究テーマでした。

植物のしおれは、葉からの蒸散が根からの吸水

を上回り、葉の膨圧が低下する現象です。そこで、

しおれの原因を突き止めるために、まず水の出口

である葉からの蒸散に異常がないかを調べるこ

とにしました。コマツナの葉の気孔の開度をポロ

メータという装置を使って調べたところ、低温で

も気孔の開閉調節は正常に行われていることが

分かりました(Murai & Ozawa 1999)。となると、

低温によるしおれは、水の入り口に相当する根か

らの吸水が抑制されたためと推測されます。

  植物はいったい、どのようにして水を吸い上げ

るのでしょうか？これは植物生理の古典的なテ

ーマであることに加えて、アクアポリンの発見を

契機に、分子レベルでの理解が可能になりつつあ

ります。細胞１個レベルでの水輸送に重要な役割

を果たすアクアポリンは、植物の組織・器官そし

て個体レベルでの水輸送にはどのような影響を

与えているのでしょうか？それを是非知りたい

と思いました。植物の水輸送は、分子レベルから

個体レベルへと階層構造をなしていると考え、そ

の階層と階層のギャップをつなぐような研究が

してみたい、と思ったのです。まだまだ、そこま

で行っていないのが現状ですが、これまで取り組

んだ研究を以下に紹介したいと思います。

低温と植物の水輸送

光合成植物の葉は、一般に太陽光に対して薄く

広く展開しており、またその葉の両面には気孔が

数多く存在しています。これらの形態は、光と二

酸化炭素を効率よく吸収するのに適しています

が、同時に葉から水分を効率的に蒸散させてしま

います。

  植物体内を水がスムーズに流れることができ

れば、蒸散によって失われた水は根からの吸水に

よってすみやかにおぎなわれるはずですが、実際

には植物体内の水の流れにくさ、すなわち「通水

抵抗 (hydraulic resistance)」 が無視できず、蒸散

に吸水が追いつかなくなることがあります。そう

なると葉の水分は減少して、植物は水ストレスに

さらされてしまいます。

土壌水分がたっぷりある水田で生育するイネ

においても例外ではなく、イネの葉が水分不足に

なって巻いているのを見たときは驚きました（写

真 1）。

水ポテンシャルは水の流れる方向の尺度

葉の水分状態の悪化の程度は、「水ポテンシャ

ル」 の低下として定量的に評価されます。

水ポテンシャルとは、水の化学ポテンシャル

（純水を基準ゼロとする）を水の部分モル体積で

割った量として定義されます。化学ポテンシャル

はモルあたりの自由エネルギーで、これを部分モ

図 1 水田でもイネの葉は水不足にな

る。東北農研センター試験圃場にて撮

影(2002 年 6 月 25 日(12:00-13:00), 品
種名：アキヒカリ
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ル体積で割るわけですから、水ポテンシャルは水

の単位体積当たりの自由エネルギー（差）と言う

ことになります。つまり、「自由エネルギーの高

い方から低い方へと水が移動する」ことになり、

水ポテンシャルという指標は水移動の方向性を

表すと言えます。

水は、植物の葉から蒸散によって多量に消費さ

れます。多いときには、数時間で植物の含水量と

同量の水が蒸散で失われるほどです。植物がしお

れずに正常な生命活動を行うためには、葉を高い

水ポテンシャル(0～-2 MPa 程度, 相対湿度に換算

すると 98 ％以上)に維持する必要があります。根

からのさかんな吸水がこれを支えていることに

なります。

植物が水を吸いあげるしくみ

それでは、葉の水ポテンシャルの低下が根の吸

水を引き起こすまでの過程はどのようになって

いるのでしょうか？実は吸水のメカニズムは古

くから研究されているにもかかわらず、いまなお

盛んに議論がなされているホットなテーマでも

あります。現在もっとも受け入れられている考え

方は、「蒸散によって低下した葉の水ポテンシャ

ルが導管の内部を負圧にし、これが推進力となっ

て根から水を吸い上げる」という説です（ただし

昼間の蒸散時）(Kramer & Boyer 1995)） 。

吸水速度は、土壌（水耕液）の水ポテンシャル

と葉の水ポテンシャルの差に比例し、通水抵抗に

反比例するという考え方が、もっとも基本的なモ

デルとして受け入れられています (Kramer &

Boyer 1995)。

W = (ΨG－Ψ L) / ｒP・・・・・・(2)

ただし、W は吸水速度、ΨGは: 土壌（水耕液）

の水ポテンシャル、ΨL は葉の水ポテンシャル、

そして rP は植物体の通水抵抗　 （1/rP =LP: 通水

コンダクタンス)です。直流電気回路のオームの法

則と同様、電気抵抗に相当するのが rpです。

低温が植物の通水抵抗に及ぼす影響

話を、低温による植物のしおれ現象に戻したい

と思います。植物の中での水の通りにくさ（通水

抵抗）は温度によってどのような影響を受けるの

でしょうか。イネの幼植物を材料にして、器官・

部位別の通水抵抗の分布を調べところ、25℃の条

件では、根の通水抵抗は、地上部と同程度の大き

さであるに対して、根の温度低下につれて根の通

図 2　根圏温度に依存したイネ幼植物の根(a)と植物体全体(b)の通水コンダクタンス Lp ( =1/ rp)の変化．植物

体地上部は室温(25℃)に保ったまま、根の温度 TRを変化させて、根単独(a)および植物体全体(b)の通水コンダ

クタンス Lp をプレッシャーチャンバ法で計測した。Lp は TR=25℃での値に対する相対値(Lp/Lp25℃)として表

示した。横軸は絶対温度の逆数、縦軸は Lp/Lp25℃またはη25℃/ηの対数として表示。ただしηは水の粘性係

数(Pa s-1)。●▲は根圏温度を変化させた後 120～250 分経過後（平衡値）、△は 10 分後の値をプロットしてい

る。

a b
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水抵抗は増加すること、さらに根の温度が 15℃を

下回ると通水抵抗は極端に増加(通水コンダクタ

ンス Lp が低下)し、植物体全体の Lp に大きく影

響することがわかりました（図 2）。

次に、温度に依存した通水コンダクタンス Lp

の変化がどれくらいの速さで進行するのか見て

みると、温度に対する Lp の変化には、数分以内

の早い応答と、1 時間以上の緩慢な応答が存在す

ることが明らかになりました（図 3）。早い応答に

ついては、Lp の温度依存性が水の粘性係数より少

し大きいということから、粘性係数の温度依存性

に代表される水の物理的性質に依存した応答と

考えられます。一方、 遅い応答は、根の温度が

15℃を下回ると発現し、Lp を大きく低下させます。

この緩慢な応答の実体は、生体膜水透過率の変化

を反映したものである可能性が高いと推測して

いますが、今後証明すべき課題と考えています。

通水抵抗の変化が蒸散速度に及ぼす影響

それでは、植物体内の通水抵抗が大きくなる

と、蒸散速度にどの程度の影響を及ぼすのでし

ょうか？気温、湿度および根の温度を制御でき

る人工気象室を使って調べてみました。その結

果、例えばイネの根の温度が 15℃から 10℃に

低下することによって通水抵抗が 2 倍に増加す

ると、蒸散量は４割も低下する (気温 25℃, 大

気飽差 12 hPa, 葉の片面の入力長波放射量 510

Wm-2, 葉の吸収日射量 100Wm-2の条件) など、

通水抵抗の増減は植物の蒸散量にも大きな影

響を及ぼすことが確認されました（桑形、村井、

濱嵜 2003）。

温度低下がもたらす吸水機能低下の生理的メ

カニズム

根の通水抵抗が温度にこれほど強く依存す

るのはどうしてなのでしょうか？低温では根

が水を吸い上げにくくなる生理的メカニズム

について考えてみたいと思います。

土壌中の水が根の表皮から吸われて、根の中

心にある導管（水を通すパイプ）にまで至るま

での経路には何層もの生きた細胞が存在してい

ます(図 4)。水が導管にはいってしまえば中の抵

抗が小さいので水はスイスイ流れることができ

ますが、そこまでの経路に存在する細胞、つまり

図 4　紅丸カブ芽生えの根の横断面　根が水を吸い上げ

る場合、導管内部を流れる水経路に比べて、根の表皮か

ら導管に至る水輸送経路の抵抗が大きく、特に細胞を横

断する（膜を透過する）際の抵抗が大きいといわれてい

る。

図 3 根圏温度を不連続に変化させた場合の通水コンダ

クタンス Lp の時間変化
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生体膜を透過するときに大きな抵抗がかかって

しまいます。低温になると根が水を吸い上げにく

くなる原因として、生体膜の水透過率が低温で著

しく悪くなってしまう可能性が考えられます。

  このことを確かめるためには、個々の細胞の水

透過率を調べる必要があると考えました。植物の

細胞は外側の細胞膜と内側の液胞膜の二重膜構

造となっているので、様々な環境条件下で、それ

ぞれの膜の水透過率がどのように調節制御され

ているのかも興味深いところです。そこで、プロ

トプラスト全体の水透過率と、単離した液胞の水

透過率をそれぞれ計測し、数値モデルの助けを借

りて細胞膜と液胞膜の水透過率を分離評価する

方法を考案しました(Suga et al. 2003, Kuwagata &

Murai 2004, Murai & Kuwagata 2004)。この方法を

用いて幼いダイコンの根から単離したプロトプ

ラストを材料に計測したところ、細胞膜・液胞膜

とも水透過率は約 500μm s-1 と非常に高い(25℃

条件下)こと、ただし細胞膜の水透過率に限っては

特定の条件により著しく低下することなどが分

かってきました。今後は、細胞膜と液胞膜の水透

過率が温度の影響をどのように受けるのかを、具

体的に調べてみたいと考えています。

生体膜の水透過孔「アクアポリン」の役割

従来、水は生体膜を単純拡散で透過すると考え

られていましたが、実はアクアポリン（aqua=水、

porin=孔の意味、水チャネルとも呼ばれる。）とい

うタンパク質でてきた特殊な透過孔が、生体膜で

の水の超高速輸送を可能にしていることが明ら

かになったのは 10 年ほど前のことです(→前島先

生のページ)。アクアポリンが細胞レベルの水輸送

に果たす役割は非常に大きく、アクアポリンの働

きの大小によって、細胞１個の水透過率が 10～

100 倍もの広い範囲で変化するほどです。

水稲の根に水チャネル活性を阻害する物質

(HgCl2)を添加すると、吸水速度が激減する（阻害

剤添加前の 3 分の 1 以下） (Murai et al. 2001)こと

から、イネの吸水機能も細胞膜と液胞膜に存在す

るアクアポリンの機能に強く依存するものと推

測されます。

最近、植物の細胞膜のアクアポリンの活性が細

胞質 pH の影響を強く受け、細胞質が酸性化する

と水を通しにくくなることが報告されました

(Tournalre-Roux et al. 2003)。この報告から、低温

による根の吸水抑制にも、細胞質酸性化によるア

クアポリン機能の低下が関与している可能性が

類推されます。もしかしたら、低温による細胞質

の酸性化は、膜の水透過率を抑制して細胞の水分

状態を一時的に変化させることにより、乾燥およ

び低温順化のプロセスで何らかの役割を果たし

ているのではないかと想像力を膨らませていま

す。

まとめ

　以上ご紹介した断片的な研究結果は、アクアポ

リン分子を通過する生体膜レベルでのミクロな

水の流れが、根・茎・葉の器官レベル、そして植

物個体レベルでの通水抵抗にもはっきりとした

影響を及ぼし、植物の吸水・蒸散量を左右するら

しいということを示唆しているように見えます。

ただし、細胞膜と液胞膜の水透過率が実際に温度

に対してどのように反応するのか検証する必要

があります。また、アクアポリンが具体的にどの

ように低温下での水輸送に関与しているのかは

未解明のの課題となっています。さらに、植物個

体レベルの水輸送を理解するためには、アクアポ

リンを介さない水輸送経路つまりアポプラスト

経路も含めた水輸送プロセスについて考える必

要があります。東北農研センターは、岩手大学の

上村松生先生の研究室に近い点でも恵まれてい

ます。今後は、植物の耐寒性獲得機構について低

温研で教えて頂いたことを役立てながら、植物と

水の関係について、研究を続けることができたら

いいな、と考えています。
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野研究をめざす－」シンポジウムの計画をリード

して下さった露崎史朗先生にお礼申し上げます。

このシンポジウムに参加できることは大きな喜

びです。東北農研センターに就職してもう 8 年目

となりますが、低温研で過ごした 3 年間は特別に

長く感じられます。低温研でお世話になった皆様

に心より感謝申し上げます。指導教官の吉田静夫

先生からは辛抱強く卒業まで毎日お世話になり

ました。プロトプラストの観察には今も愛着があ

り、現在の研究にも大変役立っております。吉田

先生から教わったことの中でも特に勇気づけら

れたことは、新しい研究分野でも躊躇せずチャレ

ンジする行動力を目の当たりにしたことだと思

います。本稿で紹介した研究を共同で取り組み、

またご助言ご指導下さった東北農研センターの

皆様、農業環境技術研究所の桑形恒男さん、愛媛

大学農学部の野並浩先生、名古屋大学の前島正義

先生はじめお世話になった皆様に心よりお礼申

し上げます。
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スサビノリにおける細胞膜一次ポンプと膜輸送機構

－ 到達点と今後の課題－

長谷　昭

（北海道教育大学　函館校生物学教室）

はじめに

　細胞膜を通っての養分やイオン等の能動輸送

には、膜を横切って形成される一価陽イオンの濃

度勾配と膜電位が駆動力を与える。その一価陽イ

オンの濃度勾配の形成にあずかるイオンポンプ

を、一次ポンプと呼んでいる。一般的には動物の

場合はナトリウムポンプ（Na+/K+-ATPase）、細胞

壁を持つ植物や菌類・藻類の場合はプロトンポン

プ（H+-ATPase）が一次ポンプであり（Gimmler

2000）、いずれもリン酸化中間体をその反応サイ

クルの途中に生じる P 型 ATPase に分類されてい

る major な細胞膜タンパク質である。私は、15 年

ほど前に内地研究員として北大低温科学研究所

植物凍害部門（当時）において、吉田静夫先生か

ら細胞膜の単離法及び細胞膜 H+-ATPase の分析法

を指導して頂いて以来、主に、キクイモ塊茎及び

その培養組織を材料として、この酵素の細胞増殖

及び栄養成長での役割について調べ、

また関連して液胞膜プロトンポンプに

ついても調べて来た（Hase 1993; Ueoka

& Hase 1997）。更に北大地球環境科学

研究科の奥山英登志研究室との共同研

究として、浮水性植物のヒメウキクサ

のリン酸飢餓応答における本酵素及び

関連するリン酸トランスポーターやホ

スファターゼについても調べてきた

(Nishikoori et al. 2001; Hase et al. 2004)。

　このように、これまでは主に高等植

物を材料として研究を進めて来たが、

2000 年 4 月に北大水産学部教授として

旧知の嵯峨直恆氏が着任され、特に養

殖海苔の「色落ち」等の品質劣化に養

分吸収能が関わっていることが推定されている

ことから、海苔の細胞膜輸送についての共同研究

を開始した。その過程において、思わぬ発見があ

ったので、今後の研究上の課題も含めて紹介した

い。尚、この研究は、私自身による実験の他、嵯

峨教授の指導のもと、嵯峨研究室の北出幸広氏

（日本学術振興会 PD、主に in silico クローニング

等を担当）、田畑恵さん（MC1 年、生化学的実験

一般）、及び進藤昌樹君（MC1、cDNA のクロー

ニング）等との共同研究によって進めてきた。

スサビノリ及びその生活環

　まず、研究材料である紅藻スサビノリについて

簡単に紹介したい。海苔というとアサクサノリの

名前を思い浮かべる方が多いと思われるが、今や

アサクサノリは絶滅危惧種に指定されている比

較的珍しい海藻であり、全国的に養殖され焼海苔

図１．アマノリ属の生活環。 吉崎・神谷（1999）より引用。
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等に加工されているのは、本種スサビノリ

Porphyra yezoensis である。そのために、水産業

上も極めて重要な海藻の一つとなっている。種小

名が示すように、もともとは北日本の磯に広く自

生し、岩海苔として冬場の重要な漁業資源となっ

てきた。しかし、有明海における赤潮による被害

が示すように、養殖海域の環境悪化によって品質

や収穫量が大きく低下するために、その克服が大

きな課題となっている。

　スサビノリが属するアマノリ属の生活環を図 1

に示した。スサビノリは紅色植物門紅藻綱原始紅

藻亜綱に属する海産多細胞藻類であるが、食用と

する海苔は葉状で単相の配偶体世代である。養殖

は糸状で複相の胞子体世代の培養から始まり、貝

殻に植え付けて以降の生活環を進行させる。

非常に複雑な生活環を有するために、しばし

ば複数の世代が共存する可能性があるが、本

研究では、実験室で維持管理した配偶体（葉

状体）と胞子体（糸状体）を材料として用い

ている。尚、スサビノリについての実験生物

としての有利さ、特徴、及び研究の現状等は、

文献（嵯峨・田畑　2001）を参照されたい。

スサビノリからの細胞膜の単離と P 型 ATPase

の検出

　水産業上重要なのは葉状の配偶体であるの

で、まず葉状体から細胞膜の単離を試みた。

幸いなことに、スサビノリの細胞壁はセルロ

ース性であり、かつホモジナイズを困難にす

る粘液多糖類もほとんど無いので、高等植物

に適応してきた方法（分画遠心及び二相分配

法）を準用して膜単離を試みた。しかし、ス

サビノリの細胞壁は予想以上に固く、かつ藻

体が一層の細胞でありかつ極めて薄いために、ポ

リトロンホモジナイザーでは断片化するだけで

ホモジナイズできなった。結局は一番原始的な石

英砂を加えての乳鉢・乳棒でのホモジナイズとな

ったが、効率は著しく悪く、膜収量も高等植物に

較べれば低いものであり、また肝心のバナジン酸

感受性ATPase活性もほとんど検出出来なかった。

試行錯誤の末、比較的高い pH（8 程度）と 50 mM

以上の NaCl を含む ATPase 反応液を用いること

によって、低いながらもバナジン酸に弱い感受性

を持つ活性を検出出来た（表 1）。

　ここにおいて、予想に反して、スサビノリには

P 型 H+-ATPase ではなく、Na+-ATPase が細胞膜に

存在する可能性が示唆された。次いでスサビノリ

表１．スサビノリの配偶体（葉状体）と胞子体（糸状体）から単離した細胞膜画分におけるバナジン酸感受性 ATPase 活

性。

Sample Total ATPase activity Vanadate-sensitive ATPase activity Inhibition

µmol Pi/mg protein/h %

Gametophyte 2.05±0.04 0.73±1.00 34

Sporophyte 25.98±4.13 19.87±1.24 76

図 2．スサビノリ細胞膜タンパク質における P 型 ATPase の免疫

ブロット分析。 1, 2, 3, 4 はそれぞれキクイモ塊茎培養組織、シ

ロイヌナズナ培養細胞、スサビノリ葉状体、スサビノリ胞子体

からの細胞膜タンパク質。
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の養殖上重要な世代である胞子体（糸状体）から、

同様に細胞膜を単離しバナジン酸感受性活性を

分析したところ、バナジン酸で強く阻害される比

較的高い活性を持つ膜を得た（表 1）。最適 pH や

Na+依存性に関しての実験より、やはり Na+-

ATPase である可能性が示唆された。また、P 型

ATPase に広く保存されている ATP 結合部位の保

存配列に対して作製した抗血清を用いた免疫ブ

ロット分析によって、分子量 115k Da の膜タンパ

ク質を検出した（図 2）。この膜タンパク質は、葉

状体から単離した細胞膜では、免疫ブロット分析

で露出時間（化学発光法による）を長くすればか

ろうじて検出される程度の量しかなく、ATPase

活性の結果とほぼ一致した。尚、この酵素には K+

依存性がほとんど無く、また、動物の Na+/K+-

ATPase の特異的阻害剤であるウワバインでは阻

害されないので、Na+と逆向きに K+を輸送するか

どうかは、今の段階では不明である。そこで動物

の酵素と区別する意味で Na+-ATPase と記述した。

スサビノリ Na+-ATPase 遺伝子のクローニング

   スサビノリにおいてはゲノムプロジェクトが

進行しており、2 万程の EST クローンのデーター

ベースがかずさ DNA 研究所から公開されている。

そこで、P 型 ATPase に共通して保存されているい

くつかのアミノ酸配列を用いてホモロジー検索

を行い、関連するクローンの情報を得ようとした。

幸いなことに、そのうちの一つがヒットして

Drosophyra Na+/K+-ATPase alfa-subunit と注釈が付

けられている多数のクローンを得た。その大部分

図 3．スサビノリの Na+-ATPase と推定されるタンパク質のアミノ酸配列。
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が糸状体由来であり、またほとんどが同じ配列で

あったが、同じ遺伝子グループには 119 種類（葉

状体 5、糸状体 114）のクローンが分類されてい

たので（Asamizu et al. 2003）、その中から糸状体

由来の任意の 20 クローンを選び、コンピュータ

上での連結を試みたところ見事につながり、1,169

アミノ酸、分子量 128,427 のタンパク質をコード

する連続した配列を得た（図 3）。ハイドロパシー

プロットにより、10 回膜貫通型の膜タンパク質で

あることが予想され（図 3 の M1～M2）、また、P

型 ATPase において共通するほとんどの配列を有

していた（図 3 の四角で囲った配列）。そこで、

藻類で唯一 Na+-ATPase のクローニングが報告さ

れているラフィド藻アカシオモ Heterosigma

akashiwo からの遺伝子（Shono et al. 2001）及び淡

水性紅藻イデユコゴメ Cyanidium caldarium の

H+-ATPase の配列（Ohta et al. 1997）と詳細に比較

したところ、系統的に離れているアカシオモの遺

伝子との高い相同性が明らかになった。更に、ほ

とんどすべての界の真核生物にまたがる 19 生物

のP型H+-ATPase及びNa+-ATPase（Na+/K+-ATPase）

と比較分析した結果、スサビノリの遺伝子は

Na+-ATPase のクラスターに含まれた（図 4）。

　以上のように、非常に幸運なことに、in silico ク

ローニングによって遺伝子の実体が明らかにな

ったので、その配列をもとに PCR プライマーを

設計し、RT-PCR を繰り返すことにより、全長を

カバーするcDNAクローンを容易に得ることが出

来た。その配列は上記の in silico クローニングで

得た配列と完全に一致した。しかし、遺伝子面で

図 4．スサビノリの推定上の Na+-ATPase の系統分析。系統樹の作成は UPGMA 法によった。
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の急激な進展とは裏腹に、本来的には先行すべき

生化学的研究が、材料の難しさ（成長が遅くて分

析に必要な材料を得るまでに時間がかかる、固い

ためにホモジナイズ効率が悪く膜の収量が低い、

内在性プロテアーゼ等の活性が高く自己崩壊し

やすく均質な膜を取りづらい=再現性が悪い等）

の壁にぶつかり、四苦八苦している。少なくとも

糸状体細胞膜においては、H+-ATPase と思われる

膜タンパク質、活性、EST クローンをいずれも検

出していないので、本酵素が一次ポンプとして機

能している可能性は高いと思われるが、生化学的

実験の遅れから、現状ではまだそのことを直接証

明する結果を得るには至っていない。

スサビノリにおける P型Na+-ATPaseの発見の意

義

　「はじめに」でも触れたように、細胞壁を有す

る高等植物、菌類そしていくつかの藻類において

は、海産生物であっても H+-ATPase を細胞膜の一

次ポンプとして用いている（Gimmler 2000）。

Na+-ATPase が一次ポンプとして機能しているの

が報告されているのは、藻類としては前出のアカ

シオモ（Wada et al. 1989, 1992）と単細胞緑藻の

Tetraselmis viridis（Popova et al. 1998）であるが、

前者は細胞壁の無い単細胞藻類であり、実質的に

動物細胞のように海水のイオン環境に細胞膜が

曝されている。また、後者は高度好塩性の単細胞

藻類であり、イオン環境に応じて H+-ATPase も一

次ポンプとして使い分けていることが報告され

ている（Pagis et al. 2003）。従って、通常の海水環

境化で生育する細胞壁を有する多細胞藻類では、

これが初めての一次ポンプ候補の Na+-ATPase の

検出とクローニングの報告であると思われる。

スサビノリの葉状体における細胞膜一次ポンプ

は何か?

　膜輸送の分子機構の総合的解明のためには、一

次ポンプの特徴付けは必須であり、それによって

その後の二次輸送体への研究のアプローチの方

法が大きく変わってしまう。特にスサビノリ糸状

体の場合は、Na+の対向輸送体が次の研究のター

ゲットとなり、また EST クローンの中にもそのよ

うに注釈されているクローンが見つかっている。

しかし、食用となる葉状体では、細胞膜における

P 型 ATPase は、免疫ブロットにおいてもかろうじ

て検出される程度であるし、活性も他の ATPase

活性に埋もれていると思われる結果しか得てい

ない。また、相同性のある EST クローンも糸状体

の 5/114 である。そもそも純度の高い細胞膜が単

離されていない可能性もあるが、あまりにもバナ

ジン酸感受性 ATPase 活性が低いので、間接的に

しか検証出来ないというのが現状である。

　一方、細胞膜の単離・特徴付けの実験と平行し

て、液胞膜も浮遊遠心法を改良して単離してきた。

その特徴付けの過程で、V 型 ATPase の A 及び B

サブユニットに対する抗体とクロスするバンド

を、葉状体の細胞膜タンパク質にも見出した。こ

のバンドは糸状体細胞膜では検出出来なかった。

現在、荒川圭太氏から提供頂いた他のサブユニッ

トに対する抗体をも用いながら、葉状体細胞膜に

おける一次ポンプの同定を行っているところで

ある。

今後の展望

　スサビノリにおける細胞膜輸送に関する研究

は、実質的に昨年度から始まったばかりであり、

程なく一次ポンプ候補の全長の配列が分かると

いう幸運に恵まれた。しかし、材料自体は高等植

物に較べても決して取扱いが簡単なものではな

く、生化学的実験に向いている訳でもない。しか

も、直接参考に出来る先行研究が極端に少なく、

手探り状態で研究を進めているのが現状である。

唯一の救いはゲノムプロジェクトの進展であり、

今回の成功もそれに負うところが大きい。従って、

今後とも一方では生化学的実験の精度を上げな

がらも、もう一方ではゲノムプロジェクトの成果

を活用しつつ、研究を発展させていかなければな

らないであろう。
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粘菌ってなにもの？

川田　健文

（東邦大学理学部生物学科　分子発生生物学研究室）

はじめに

  大学院修士課程（理学研究科植物学専攻）学生

として北海道大学低温科学研究所にて吉田静夫

先生のお世話になったのは 1984 年からの 2 年間

と記憶している。そのときのメンバーは仁木さん、

佐藤さん、石川さん、吉江さん、上村さんそして

恵谷君。恵谷君以外はみな既に博士号を取った人

ばかりで、年が離れていたのでちょっと浮いた存

在であったはず（ちなみに、同級生である露崎と

は入れ違いになってラボでは重なっていない）。

当時の思い出としてはとにかくハードワーカー

の吉田先生の仕事ぶりくらいしか記憶になく、夜

中の２時半まで実験するので、こちらも意味もな

く３時まで実験して帰宅したら夜が明けていた

ということがよくあった。翌朝吉田先生は 8 時に

来るけど僕はよく寝坊した。

　ほかのメンバーと同じくこの分野の仕事を長

く続けられていたらここで仕事の紹介をするの

が格好いいのだろうが、残念ながらいろいろと興

味は移ろうもので、どうしても、遺伝子をいじく

る仕事がしたくて、博士後期課程からは別のラボ

へと移り、学位取得と前後して基礎生物学研究所

へスタッフとして赴任し、そこで出会った Jeffrey

G. Williams教授の細胞性粘菌の仕事に興味を持ち

英国に留学することになった。ほんの２年くらい

のつもりで、また植物の分野へ戻ってくるはずが、

６年半ロンドンに滞在することになり、結局今も

その分野から抜け出せなくなってしまった。そし

て、何故か恵谷君の母校で教員をしている。

　昔の仕事を今から紹介してもしょうがないで

あろうし、みんな知っていると思うので、本稿で

は、英国留学以降の研究結果（エッセイ？）の一

部を紹介し、今後展望について述べてみたい。た

だし、植物や低温科学とはいささか距離を持って

しまったので、その辺はご勘弁願いたい。

細胞性粘菌とは

 　いささか前書きが長くなってしまった（長く

した）が、北大には細胞性粘菌のラボが長らく存

在していたので、我々の世代の人間にとって細胞

性粘菌はさほど珍しい生き物ではないかも知れ

ない。

　粘菌細胞はアメーバとして単細胞でアメーバ

を捕食し、栄養源が枯渇するとおよそ 10 万個の

細胞が集合し、多細胞体を形成する。多細胞体は

移動体と言うナメクジを形成し、適した場所を求

めて動き回り、やがて柄と胞子からなる子実体を

形成する(Raper, 1940)。

　ここでまず１つ議論すべきこととして、とある

教科書には粘菌は多細胞生物ではなく単細胞が

集まったものと記されている。確かに、単細胞が

集まって多細胞体をつくったのであるが、これは

明らかな多細胞体である。何故なら、後生動物に

みられる細胞間コミュニケーションに関する分

子のほぼ全てが存在するからである(Grimson et

pstA
pstABpstO

prespore

図1 細胞性粘菌の移動体における細胞型 (Shimada et al.,
2004b)。細胞性粘菌の移動体には大きく分けて予定胞子
細胞と予定柄細胞の２つの細胞型がある。予定柄細胞は

ecmA及びecmB遺伝子のプロモーター断片の発現に基づ
いてさらに pstA, pstO, pstAB 細胞に分けられる(Jermyn
et al., 1989; 1996)。pstA細胞は予定柄細胞領域の前方半
分を、pstO細胞は予定柄細胞領域の後方半分に位置する。
この図にはその他の細胞型は示されていない。
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al., 2000)。さらに、多細胞生物にのみ知られてい

る多くのシグナル伝達経路が粘菌にも存在する。

詳しくはここでは述べないことにする。

　もう 1 つの論点は、これは植物か、動物かそれ

とも菌類かである。結論から言うとどれでもなさ

そうである。ある部分は植物に近いとか、動物に

近いとか、菌類に近いとかあるが、粘菌は粘菌と

して進化して来たようである。これは、全ゲノム

配列の解読によって明らかになった。そして、驚

くなかれ、遺伝子構成上動物の中のどの生物と近

いかと言うと、ヒトなのである。何故か、ヒトの

脳に発現するものの相同遺伝子やヒトの疾患原

因になっているものの相同遺伝子が粘菌には存

在し、そのうちの幾つかは他のモデル生物には存

在 し な い (http://dictybase.org/: Glöckner et al.,

2002)。

粘菌を始めたきっかけ

　そもそも学生実習のときにこの生き物を扱っ

たときから興味を持っていたのは事実である。た

だ、当時これを材料にするほどの魅力あるテーマ

には思えなかったので、高等植物の方がよっぽど

興味があったのも事実である。それは岡崎に移っ

てからも同じであった。しかしながら、どんなテ

ーマでどんなものを材料にしていても、その分野

で世界のトップに立つ人の研究は何か違うとい

うことを思い知らされることになった。当時の基

生研の所長であった竹内郁夫先生の招きで来日

した Jeffrey G. Williams 教授の面倒をうちのラボ

で見ることになり、1 ヶ月あまり一緒に実験をす

ることになったことが、その後の運命を大きく変

えてしまった。「粘菌の子実体形成においてある

転写因子が決定的に重要なはたらきをしている

はずで、それを是が非でもクローン化してみたい

のだが、未だ成功していない。やってみないか？」

　当時、高等植物で転写因子を扱っていていささ

かその分野にはうるさかった僕がこの言葉に心

を動かされない訳はない。材料は植物ではないけ

れど、かねてから興味もあったしよく知っていた

粘菌である。2 年くらい武者修行してくるつもり

で（ちょっと甘く見ていた）、基生研に籍をおい

たままイギリスへと出かけることになった。

困難を極めた転写因子のクローン化

　目的とする転写因子は子実体形成が始まるま

で移動体の先端領域に位置する PstA 細胞（図 1）

という特定での発現を抑制するレポレッサーの

活性があり(Ceccarelli et al., 1991)、PKA によって

その抑制が解除されることが示されていた

(Harwood et al., 1992)。また、そのレプレッサーが

結合するプロモター上の塩基配列もわかってい

た(Harwood et al., 1993)。

　ここまで条件が揃っているのだから、

あとはしめたものである。常法に従って

粛々と事を運ぶだけなので、２年もあれ

ば余裕のはずである。ところが、サウス

ウエスタン法はうまくいかない。One-

hybrid 法も 1 千万クローンをスクリーニ

ングしたのにも関わらず、特異的なもの

はとれてこない。袋小路に入ってしまっ

た。ここまでで 3 年以上。当然、この間

論文なしである。基生研のポストも既に

ない。

　そのころ、別の pstO 細胞特異的な発現

に必要な塩基配列が同定され、これに特

図２ ほ乳類と細胞性粘菌の STAT タンパク質の一次構造の比較。
(Williams, 1999)。STATタンパク質の特徴的なモジュールとして C末
端側に位置する SH2ドメインがある。そのすぐ C末端側のチロシン
残基は活性化によるリン酸化と SH2 ドメインを介した２量体形成に
必要である。このほか、中央には特徴的な DNA 結合ドメイン、その
N 末端側にはロイシンに富む領域がある。これらは、細胞性粘菌の
STAT にも見られるが、C末端に存在する転写活性化領域は細胞性粘
菌には見られない。
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異的に結合する核内因子を同定することになっ

た。これは、少しの苦労で検出することに成功し、

面白いことに今までさんざんとれなかったレプ

レッサー配列にも特異的に結合することが判明

した(Kawata et al., 1996)。ここまで来たら、既に

失うものは何も無し。半年以上もサンプルを集め

続け、ようやく生化学的に精製し、対応する cDNA

クローン及び遺伝子を得ることに成功した

(Kawata et al., 1997)。

最も原始的な SH2 シグナル

　驚くべきことに得られた転写因子は SH2 ドメ

インを有する STAT (signal transducer and activator

of transcription)であった（図 2）。そのころ、よう

やくショウジョウバエにも STAT があるぞという

話になった頃で、粘菌なんてと思われていたので

この情報は瞬く間に世界中を駆け巡ってしまっ

た（最初に見つかったこの細胞性粘菌の STAT は

現在 Dd-STATa と呼ばれている）。おそらく、最も

原始的な SH2 シグナルと考えられている(Kawata

et al., 1997)。もともと、サイトカインシグナルの

転写因子として同定されたもので、他の重要な多

くの生物現象と関連している。例えば、アポトー

シス、細胞運動、ガン化との関わり合いが報告さ

れている(Hou et al., 2002)。例えば、原腸陥入後に

おける細胞運動には STAT が必要である

(Yamashita et al., 2002; 2004)。

　詳細を話すと長くなるので、割愛させてもらう

が、現在 STAT がどのようなシグナルとクロスト

ークをするのかについて、非常に興味を持って解

析している。まず、どのような遺伝子が標的にな

っているのだろうか？マイクロアレイによって

ピックアップされた遺伝子(Maeda et al., 2003)に

ついて in situ ハイブリダイジェションを行い、標

的候補遺伝子を幾つか同定してみた（図 3）。これ

らについて幾つかは解析済みで(Shimada et al,

2004a; 2004c)、幾つかは現在も解析している。

　上述の様々な機能との関連で特に注目される

のが、STATa 遺伝子破壊株においてはオーガナイ

ザーに相当する細胞が形成されないことである。

標的候補遺伝子の１つとして同定された aslA 遺

伝子はアセチル CoA 合成酵素の遺伝子に似てい

るが、そのものではないようである。この遺伝子

は細胞性粘菌におけるオーガナイザーと考えら

れる細胞に特異的に発現し、今までにない発現パ

ターンを示した。この細胞は pstA core 細胞と命名

され、新しい細胞型として認知された (図 4,

Shimada et al, 2004c)。STATa 遺伝子を破壊すると

この遺伝子の発現が無くなるので、この細胞型は

分化しない。STATa の細胞分化における役割を探

るうえで、貴重なマーカー遺伝子となることは間

図３ Dd-STATa 遺伝子破壊株において発現が消失または
減少する遺伝子の例 (Shimada et al., 2004b)。野生株
（Ax2）と Dd-STATa 遺伝子破壊株における SSL238,
SSK395, SLC388及び SSL558遺伝子の発現パターンを in
situハイブリダイゼーションによって比較した。写真の a-
fは Ax2株の、g～iは Dd-STATa遺伝子破壊株の異なる発
生時期に対応する。
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違いない。

進化的な考察

最後に、今後の展望を考えてみたい。実は細胞性

粘菌を研究材料に用いることの利点は、進化的な

考察にあるのかも知れない。STAT シグナル（あ

るいは SH2 シグナル）は多細胞生物にしか存在し

ない。この転写因子と関連するシグナルを探って

いくことで、多細胞生物出現の謎に少しでも迫れ

るかもしれない。多細胞生物の出現の時期は化石

からある程度推測されているが、なぜどのように

してというところは全くわかっていない。

　現在、STATa 部分破壊株を用いて、cDNA を染

色体外で過剰発現させる系を確立し、形態が野生

株に近くなるマルチコピーサプレッサー遺伝子

を 10 数個単離することに成功した。おそらく世

界で始めてと思われる。STAT そのものの機能と

いう点でも注目されるが、進化的な観点からも非

常に興味深い遺伝子がとれてきた。

植物科学との接点

　粘菌に見られる多くの現象は後生動物の原始

的なものと考えられる場合が多い。植物との接点

は非常に少ない。セルロース関連遺伝子が粘菌に

は多くあって、それらの多くは STATa 依存的に発

現することが明らかになった (Shimada et al.,

2004a)。しかしながら、粘菌におけるセルロース

（特に移動体期のもの）は、明らかに植物のもの

とは異なっている。むしろ、細胞運動のための足

場としての細胞外マトリックスの役割が大きい

と考えられる。

　それでも、植物との接点を無理に考えてみるこ

とにする。実は、STAT は植物にも存在するらし

い。その遺伝子に変異が入ると背丈が短くなって、

いわゆる「緑の革命」遺伝子の１つと考えられて

いる。つまり、ジベレリンシグナル伝達経路に関

係するらしい(Peng et al., 1999)。我々が単離した

多くの STAT 関連遺伝子は、植物にも存在する。

ジベレリンシグナルに関与するのだろうか？

おわりに

　STAT が細胞性粘菌で発見されるまで、この生

き物は単なる下等な生き物という認識でしかな

かった。STAT の発見によって、後生動物という

線引きはどこからなのかという議論さえ生まれ

て来た(Darnell, 1997)。さらに、ゲノム科学の進歩

によってこの生き物がヒトの疾患の研究のモデ

ル生物として欠くことが出来ないものであるこ

とが認識されて来た。植物科学の分野にどれだけ

の貢献が出来るのかは不明であるが、粘菌を使っ

た発見によって様々な分野の研究に貢献できる

ことが夢である。
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アクアポリンの分子生理生態学：それからの 10 年間

前島　正義

（名古屋大学　生命農学研究科）

はじめに

　それから 10 年半が過ぎた。北海道大学低温科

学研究所でお世話になったのは 1988 年から 1994

年の 6 年間。それからの 10 年間は北大時代の研

究の種を育てることであった。低温研着任時に､

ヤエナリ実生を低温処理すると液胞膜プロトン

ポンプの機能障害が生ずるので､その原因を探る

研究課題を吉田先生より頂いた。松浦千絵さんが

液 胞 膜 の H+-ATPase を 担 当 し ､ 私 は H+-

pyrophosphatase を担当させていただいた。分子の

顔・形がわからないと分子の量的増減もわからず､

分子のどこに故障が起きるのかもつかめない､と

いうことで酵素の精製からスタートした。千絵さ

んは､H+-ATPase の酵素合成量の減少もあるけれ

ど､酵素複合体の崩壊が低温下での活性低下の原

因であることを突き止めた（Matsuura et al. 1990,

1992）。吉田先生は､多くの解析の上に､酵素傷害

の結果､細胞質のアシドーシスが生じ､低温障害

の主因であることを明確に証明され（Yoshida

1994, 1995)､画期的な概念として世界に受け入れ

られた。

　私の担当していた H+-PPase （ Maeshima &

Yoshida 1989）は､低温下でも比較的安定であり､

酵素分子自身が安定であることが､その後のパッ

チクランプ法を用いた実験でも実証された。すな

わち､液胞型 H+-ATPase は酵素機能を発揮しつつ

失活も進行するのに対し､H+-PPase は 2 時間以上､

酵素機能を 100％発揮し続けることができる

（Nakanishi et al. 2003）。

　さて主題に戻る。私は H+-ATPase や H+-PPase

の精製過程で混入しやすい 23 kDa の液胞膜タン

パク質が気になり､これを精製して性質を発表し

たところ（Maeshima 1992）､来日した UC San

Diego の M. Chrispeels 教授から､「君の VM23 は､

私たちが水チャネル（アクアポリン）であると証

明した分子にきわめて似している」と言われた

（Maurel et al. 1993）。私自身は何らかの膜輸送分

子であると推測したものの何を輸送するのかは

確定できず､水チャネルが存在することすら予想

しえなかった。明晰な洞察力をもつ P. Agre 教授

は 1990 年代の初めにこの分子がアクアポリンで

あることを証明し､日本人研究者の支えもあり､

2003 年度のノーベル化学賞を受賞された（前島

2004）。

　ここでは精密装置としてのアクアポリンの特

徴､動物と比較した時の植物アクアポリンの特徴､

生理生態学的発展の可能性を紹介したい。

超高速輸送装置としてのアクアポリン

アクアポリンは下記の性質をもつ。

（1）膜の内外に大きな浸透圧差がある場合､１分

子あたり毎秒 10～30 億の水分子を透過させる。

（2）アクアポリン経由の水の透過速度は浸透圧

差に依存し､浸透圧の低い方から高い方向に水が

移動する。輸送方向は固定されていない。

（3）明確なゲート（開閉する扉）はないと考え

図１水チャネル模式図。Asn 残基部分が水を識別する。
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られる。しかしゲートの開閉とは異なる機能調節

の可能性はある。

（4）輸送基質は水分子であるが､アクアポリン分

子種の中にはグリセロール､尿素等を輸送するも

のもある。

　上記の機能を支える構造的基盤も明らかにな

っている（図 1）（Murata et al. 2000）。

植物アクアポリンの特徴

　動物アクアポリンと比較して､植物アクアポリ

ンは次の特徴をもつ（Maeshima 2001）。i）分子種

が多い､ii）タンパク質量として多い､iii）内膜系

である液胞膜にも恒常的に発現している。

　シロイヌナズナでは 35 種､トウモロコシでは

31 種存在し､ヒトの 13 種の 3 倍近い数である

（Johansson et al. 2000, Johanson & Gustavsson

2002）。植物アクアポリンは一次構造､局在性等か

ら 4 つのグループに分けられる。すなわち､PIP

（細胞膜型）､TIP（液胞膜型）､NIP (NOD26-like

protein)､SIP (small, basic intrinsic protein)である。

NIP という名前の由来となっている NOD26 はダ

イズの根粒細胞に共生する根粒菌を包む包膜に

局在する分子である。根粒のないシロイヌナズナ

にも 9 種存在し､その機能と局在について解析が

進められている。SIP の知見はまだ少ない。それ

ぞれの分子種の個性を明らかにしなければなら

ないが､基質の確定､細胞内局在の解析､遺伝子発

現細胞の特定など､課題が多い。当研究室でもNIP､

SIP の解析を始めたところである。

ダイコンアクアポリン研究の近況

　私たちがこれまで対象にしてきた植物はダイ

コンである。その中の PIP 型を 6 種､TIP 型を 2 種

選び､細胞内局在､発現蓄積量の変動､細胞特異的

な蓄積､環境に応答した量的変動､そして個々の

機能を解析してきた（Higuchi et al. 1998, Fleurat et

al. 1997, Suga et al. 2001, 2002, 2003, Suga &

Maeshima 2004, 須賀ら 2003）。詳しい紹介はでき

ないので､ポイントを絞って紹介したい。

　栄養組織では､γ型とδ型 TIPが主であり､ダイ

コン塊根やヤエナリ実生胚軸では液胞膜タンパ

ク質の 30-40％を占める主要分子である。中でも

γ型が多い。γ､δ型いずれも高い水チャネル機

能を発揮する。組織全般で発現しており､生理的

な変動が少ない点も特徴である。

　一方､PIP は 1 型と 2 型に分けられる。1 型は成

長段階での量的変動が少なく､塩・浸透圧ストレ

スでの変動も少ない。2 型は器官､成長段階で量的

変動が大きく､ストレスにも敏感である。しかし､

具体的な発現組織は 1型と区別がなく､形成層､維

管束周辺細胞などで顕著な蓄積がみられる。

　1 型と 2 型の大きな差異は､その水チャネル機

能である。ダイコンの分子を酵母細胞に発現させ

て､水チャネル機能をストップドフロー分光光度

計で測定すると､2 型の 3 種はいずれも活性が高

いのに対して､1 型はチャネル活性がきわめて低

い（図 2）。1 型にのみ共通なあるアミノ酸 1 つを

図 2　ダイコンの細胞膜（PIP）と液胞膜（TIP）アクアポ

リンの水チャネル機能。各 DNA を酵母細胞で発現させ､

膜画分を試料としてストップドフロー法で水透過率を測

定した。記号の後ろの 1-1 などの数字は分子種を示す。縦

軸の値が大きいほど水透過率が高い。Hg は水チャネル機

能を阻害する。
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2 型タイプに置換すると水チャネル機能が顕著に

増大し､逆に､2 型にのみ共通するアミノ酸を 1 型

タイプに置換すると活性は著しく低下する。この

ことは､ 1 型 PIP は構造的には水チャネルとして

の特徴を保持しながらも､水チャネルとしては機

能していない可能性を意味している。化学修飾に

よるスイッチ ON 機構があるのだろうか？　酵母

では活性がないが､植物細胞では活性をしめすの

だろうか？　わずかな活性にこそ意味があるの

だろうか？　多くの疑問を抱えながら研究を進

めている。

　1 型については不明の点もあるが､2 型 PIP につ

いては､その量的変動が細胞膜の水透過率を大き

く左右していることは間違いない。

　もう一点の特徴は量的な多さである。細胞膜で

も､膜タンパク質の 10%が PIP である。液胞膜で

は原形質分離が生じない速やかな水移動が求め

られる。細胞膜でもわずかな浸透圧差あるいは浸

透圧勾配を利用して､組織横断的な速やかな水の

流れを確保しなくてはならない。水チャネルはあ

くまでも受動的な膜輸送装置であり､細胞膜にお

ける能動輸送系の活性は､動物に比べたら低い。

PIP がとくに多いのは維管束周辺細胞である。こ

れらの部位では道管､篩管と多量の水をやりとり

する。植物はわずかな浸透圧差を利用して速やか

に大量の水を透過させるために､チャネルの数を

増やす道を選んだのだろうと推測する。

アクアポリンの植物生理生態学

　アクアポリンをわずかしか発現蓄積しない植

物がある。 CAM 植物である。オボロヅキ

（Graptopetalum paraguayense）の多肉葉を分析す

ると､PIP, TI ともに著しく量が少ない。それを反

映して､この植物の細胞膜の水透過率もきわめて

低い（Ohshima et al 2001）。その後､サボテン類も

含めた他の CAM 植物を解析し､TIP と PIP の量の

少なさを確認した。一部の植物には PIP が比較的

多く検出されたが､さらに詳しく分析すると水チ

ャネル活性のない 1 型 PIP であることが判明した

（未発表）。乾燥耐性を獲得し保水機能を維持す

るために､アクアポリンをごく少量に押さえてい

るものと推測している。

　逆に､水性植物でもアクアポリンは少ない。シ

ロイヌナズナの植物体は十分検出できるだけの

アクアポリンをもつが､その培養細胞ではきわめ

て少量しか蓄積しない（未発表）。植物は､水との

関わり方によって､アクアポリンの量を厳密に調

節しているように見える。生理生態学的研究への

基盤になると信じている。

アクアポリンの新しい局面

　昨年､アクアポリン機能が細胞質の pH によっ

て調節され､酸性環境化では活性が低下すること

（Tournaire-Roux et al. 2003）､さらに PIP の中のあ

る分子種は CO2を透過する可能性が高い（Uehlein

et al. 2003）という報告が出た。後者の真偽はまだ

確定していないと考えているが､光合成機能に依

存する植物において､CO2 を輸送する分子として

アクアポリンがクローズアップされている。

　低温研でお世話になっている間に､佐藤利幸さ

ん､露崎史朗さんから生態学的な見方の初歩を教

えていただき､植物の耐冷性､耐寒性､耐凍性をア

クアポリン分子から分析できるかも知れないと

思うようになった。植物の水管理､つまり吸水､蒸

散､循環､保水､排水は､すべてではないにしても

アクアポリンを介した水の移動が関わっている。

アクアポリン分子を指標として植物体内の水の

動きを推測できるのではと期待しても大きな間

違いではないように推測している。

　アクアポリンを紹介しようとすれば１冊の本

になり､私の力量を超えている。私も､新しい知見

を魅力的なオリジナル論文として発表し､皆さん

のご批判を頂けるようにしたい。
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し上げます。

　本稿で紹介しました最近のアクアポリン研究

は､名古屋大学生命農学研究科の須賀しのぶ（現

岐阜県研究職員）と大学院生石川文義､小八重善

裕､水谷政博によるものです。また､村井麻理さん

（東北農業研究センター）にはプロトプラストで

の水チャネル活性測定と理論解析で大変お世話

になっています。なお､当細胞ダイナミクス研究

室では､アクアポリン､H+-PPase のほかに､液胞膜

Ca2+/H+ exchanger (Kamiya & Maeshima 2004)､Ca2+-

binding protein，Zn transporter などの研究も進めて

いる。
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高山多年生草本の休眠

吉江 文男

（専修大学経済学部）

はじめに

　植物は生育不適期に生長停止（休眠）し、凍害

や乾燥害から身を守っている。この生長停止の自

律性の強さ（自発休眠の深さ）は、暖地の植物に

比べ温帯などの寒冷地の植物で強い（自発休眠が

深い）ことが知られている（Larcher 1980）。寒冷

地植物の休眠が深いのは、秋に生長しても低温の

ために凍害を受け易くまた光合成も十分に行え

ないためと考えられる。このように考えると、高

山では温度条件が極めて厳しいために、植物が秋

に生長するメリットはなく、温帯植物に比べその

自発休眠は深いと予想されるかもしれない。しか

し、高山多年草の中には、耐凍性が非常に高いも

のや、また氷点下で光合成を行うものも知られて

いる（Körner & Larcher 1988）。このような耐凍性

の高い植物は凍害を受けにくいので、必ずしも深

い休眠を発達させる必要はないように思える。で

は、本当に高山に生育する多年生草本の自発休眠

の深さは耐凍性と関係するのだろうか。

  もし、休眠の深さが耐凍性に大きく規定される

なら、休眠の深さは耐凍性の指標となる形質と関

係するはずである。地上シュート軸の季節型とラ

ウンキエール（1934）の生活形は多年草の耐凍性

の指標となる形質である。毎年地上部を作り換え

る夏緑性のシュートは、何年も生き続ける常緑性

のシュートに比べその耐凍性は低い。また、休眠

芽の耐凍性は、低温に直接さらされる地表植物で

最も高く、低温からよく保護された

地中植物で最も低く、半地中植物が

両者の中間の耐凍性をもっている

（Till 1956; 吉江・酒井 1981）。そし

て、温帯では夏緑性の地中植物が夏

緑性の半地中植物より深い自発休眠

をもつことがすでにわかっている（Yoshie &

Yoshida 1989）。

  高山には、夏緑性の半地中植物や地中植物の他

にも、常緑性の植物や地表植物など様々な季節型

と生活形を示す多年草が見られる。休眠の深さを

これらの植物群で比較することで、高山でも休眠

の深さが耐凍性に依存したものかどうかを明ら

かにすることができる。

  高山多年草の生活形組成は生育地によって異

なることがわかっている（Yoshie 2002）。温帯で

は休眠の深さと生長―休眠のリズムが生育地で

異なる事が知られており、このリズムは生育地の

環境条件に適応的な性質と考えられている

（Yoshie & Yoshida 1989; Yoshie 1995）。本稿では、

高山多年草の休眠と季節型や生活形との関係、お

よび休眠と生育地との関係について調査した結

果を中心に述べる。

材料と方法

  北アルプス奥大日岳、南アルプス仙丈岳、大雪

山系黒岳の森林限界以上の標高に生育する多年

生草本から、清水（1982, 1983）に基づき、礫地

（砂礫地、岩礫地、岩場など）、草原、そして森

林限界の林床、という 3 つの生育地の少なくとも

いずれか 1 つを好む植物 68 種を選定した。これ

らの植物の生活形と地上シュート軸の季節型に

ついては現地調査により、また休眠状態、休眠芽

全種 (68)

0 20 40 60 80 100

<14 日
15-28 日
29-65 日
＞250 日

図 1　高山多年草の生長再開に要する日数。横軸の単位は％、括弧内は種

数を表す。以下の図でも同じ。
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の構造については実験室に持ち帰り調査した。調

査は 1991 年から 1994 年にかけて行った。

  実験材料の採取は、気象条件とフェノロジ－の

違いを考慮し、大雪山黒岳では 9 月下旬に、本州

北アルプスと南アルプスでは 10 月下旬に行った。

材料は実験室に持ち帰って鉢植えした後、24℃で

16 時間の長日条件下に制御した恒温器で栽培し、

36 週間の間、休眠芽の開芽または伸長量を調査し

た。そして、自発休眠の深さは休眠芽の生長再開

に要する日数で表した。

休眠の深さは季節型と生活形で異なる

　秋に採取した植物を 24℃の長日条件で培養す

ると、最も早い植物では１週間以内に生長を再開

し、最も遅い植物では 250 日経っても生長を再開

しない。前者は浅い自発休眠（強制休眠）を、後

者は深い自発休眠をもつ。そして両者の間には

様々な休眠の深さを示す植物が認められた（図 1）。

  休眠の浅い植物は花茎を正常に伸長し正常に
開花するものの割合が高かった（図 2）。また、休

眠の深さは冬芽の構造（Yoshie 1998）とも密接に

関係する。冬芽は芽鱗に被われるものとそうでな

いものに分かれるが、通常の葉と異なる芽鱗が分

化するには比較的深い自発休眠が必要だろう。実

際、休眠の深い植物ほど冬芽が芽鱗に被われてい

るものの割合が高かった（図 3）。

  地上シュート軸の季節型と生活形は密接に関

係する。地中植物は全て夏緑性、地表植物は 1 種

を除く全てが常緑性、そして半地中植物では夏緑

性のものが常緑性のものより多かった（図 4）。そ

のため両者を組み合わせた 4 つの植物群で休眠を

比較した。その結果、常緑地表植物の休眠が最も

浅く、常緑半地中植物、夏緑半地中植物と続き、

夏緑地中植物の休眠が最も深かった（図 5）。

  先に述べたように、植物の耐凍性は夏緑地中植

物で最も弱く、次いで夏緑半地中植物、常緑半地

中植物と続き、常緑地表植物で最も強い。したが

って、得られた結果は耐凍性が低い植物ほど休眠

が深くなることを示している。温帯で得られた結

果（Yoshie & Yoshida 1989）を考え合わせれば、

<14日 (19)

15-28日 (18)

29-65日 (23)

>250日 (10)

0 20 40 60 80 100

開花した種
開花しなかった種

図２　生長再開に要する日数と開花との関係。

<14日 (19)

15-28日 (18)

29-65日 (23)

>250日 (10)

0 20 40 60 80 100

芽鱗をもたない種
芽鱗をもつ種

図３　生長再開に要する日数と芽鱗分化との関係。

地表植物 (20)

半地中植物 (39)

地中植物 (9)

0 20 40 60 80 100

常緑 夏緑

図４　生活形別に見た地上シュート軸の季節型。

常緑／地表 (19)

常緑／半地中 (7)
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図５　季節型／生活形別にみた生長再開に要する日数。
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自発休眠の深さが耐寒性によって大きく規定さ

れているということは間違いないと思われる。

休眠の深さは生育地で異なる

　休眠の深さは生育地の好みによって変わり、森

林を好む植物では休眠の深いものが、礫地を好む

植物では休眠の浅いものが、そして草原を好む植

物では両者の中間的な休眠の深さを示すものが

多かった（図 6）。この違いは、礫地を好む植物で

は常緑地表植物が、草原を好む植物では夏緑半地

中植物が、そして林床を好む植物には夏緑地中植

物が多いことと関係する（図 7）。そして、この結

果は、休眠の深さに関係する季節型や生活形が生

育地の環境条件に左右される形質であることを

示している。

  森林限界の林床や草原で夏緑植物が多いのは

その高い生産環境と関係すると考えられる。こう

した群落は高山でも比較的長い生育期間をもつ

低い標高の安定した栄養条件のよい立地に見ら

れる。そのため、地上シュート軸を毎年作り替え

る夏緑性というぜいたくなやり方が許される。

  夏緑植物の中でも、地中植物は耐凍性が低いた

め、秋に生長して凍害を受けないように、休眠を

深くする必要がある。地中植物が林床に多くみら

れるのも、この弱い耐寒性に関係するように思え

る。冷温帯林で見られた（吉江・酒井 1981）よう

に、林床の落葉層は地中温度の低下を緩和する。

そのため、耐寒性の弱い地中植物でも生き残れる

と考えられる。その結果として、林床を好む植物

の休眠は深い傾向を示すのだろう。

  礫地は高山でも生育期間の短い標高の高い所

や雪解けの遅い所に多く見られ、その土壌は貧栄

養である。こうした低い生産環境では、一度作っ

た地上シュート軸を長く使用する（常緑化する）

ことが乏しい資源の効率的な利用（節約）につな

がる。低い生産環境条件では常緑葉をもつ植物の

割合が増えることや、常緑植物の葉の寿命が伸び

ることがすでに知られており、資源の効率的な利

用や葉の構築コストの回収に有利なためと説明

されている（Chapin 1980; Kudo 1991）。草本植物

では、この地上シュート軸の常緑化が、休眠芽を

地表にもつ地表植物という形態を導くと考えら

れる。そして、この常緑地表植物が獲得した高い

耐寒性に支えられて浅い休眠という性質が発達

し得たと思われる。

浅い休眠は生育期間の短い高山で有利である

  浅い休眠は高い耐寒性だけによって生じてい

るのだろうか。地表植物の割合は標高が上がると

ともに増えることがよく知られている（Raunkiaer

1934）。つまり、得られた結果は標高が上がるに

つれて休眠の浅い植物が増えることを示してい

る。高山植物の休眠については、雪解けが遅い所

に生育する植物の休眠が浅いことが知られる

（Rübel 1925, Sørensen 1941 から引用）。標高が上

がると生育期間は短くなるし、これは雪解けの遅

い所でも同じである。高山植物の生長は生育期間

砂礫地 (23)

砂礫地/草原 (14)

草原 (26)

林床 (5)

0 20 40 60 80 100

<14 日
15-28 日

29-65 日
＞250 日

図６　生育地別にみた生長再開に要する日数。
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図７　生育地別にみた季節型／生活形組成。
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の短さによって大きく制限されるので、この短い

生育期間をいかにうまく利用できるかが生存の

ための 1 つの鍵になっているのだろう。その点、

浅い休眠（強制休眠）という性質は、例えわずか

な期間ではあっても秋の温暖な気候条件を臨機

応変に利用して少しでも長く生長できるという

利点をもつ。生育期間の短縮は、浅い休眠を発達

させる環境要因の一つであるように思える。

  地表植物の割合は緯度の増加に伴っても増え

ることが知られている（Raunkiaer 1934）。Sørensen

（1941）のグリーンランドの植物の研究を多年草

について分析すると、北方に分布する種や雪田種

では、地表植物、常緑植物、芽鱗を分化しない植

物の割合が増えることがわかる。これらの報告を

今回の結果と照らし合わせると、ツンドラにおい

ても、緯度の増加と融雪の遅れによる生育期間の

短縮に伴い休眠の浅い植物が増えることが示唆

される。

おわりに

　ラウンキエールの生活形は寒さや乾燥からの

休眠芽の回避程度を表す生活形で、数ある生活形

の中で今も広く使われている。しかし、研究を始

めた頃の私には、生活形組成によって表される植

物気候や植物群落の構造が何を意味するのか今

一つ頭の中でしっくり来なかったし、とてももど

かしい感じがしていた。今思えば、それは生活形

と植物の生理的な性質との対応関係が十分にわ

かっていなかったことが原因であった。その点で、

生活形は耐凍性だけでなく、耐凍性を通して自発

休眠の深さを表す指標にもなるということが理

解できたのは、一つの収穫であったと考えている。
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種子が目覚めるとき：発芽を促すジベレリンの作用

鷲尾 健司

(北海道大　大学院地球環境科学研究科　環境分子生物学講座)

はじめに

　修士課程の 2 年間を、低温科学研究所・吉田静

夫研究室で学んだ。当時の吉田研究室は、先代の

からの移行期にあり、人の出入りが激しい上に学

生の数は少なく、実質的な研究活動は、吉田先生

個人の力量だけに頼らざるを得ない状況にあっ

た。そのような中、短い期間ではあったが、実に

充実した日々を過ごさせて頂いた。元来、淡泊な

性格のため人と深く接することはなく、将来の計

画など熟考することはなかった自分だが、吉田先

生の熱心な指導のもと、密度の濃い研究生活を送

るうち、否応なくこの世界に身を置くことになっ

た。

　その後、研究の場を北大・理学研究科に移し、

現在、同・地球環境科学研究科に所属する身分で

あるが、その間、数々の著名な研究者と行動を共

にし、その研究室の運営にも携わった。しかし、

低温科学研究所で味わったような充足感を得る

ことは未だない。かような純粋極まる研究者集団

に一瞬でも所属できたことは、自らの研究人生に

おける至宝でもある。この機会に、吉田研究室を

離れた後の私の研究成果を紹介するとともに、そ

の根底に流れる、物事を多角的に捉え、根源まで

追求するという、吉田イズムの片鱗を感じてもら

えれば幸いである。

ジベレリンとは何か？

  ジベレリン（GA）は、ent-gibberellan を基本骨

格とするジテルペンの一族で、植物の発生や生体

機能を制御する 7 種の植物ホルモンのうちの 1 つ

である（図１）。GA の一般作用は、シュート生長、

特に無傷植物の全体的な生長促進とされ、開花促

進、種子や芽の休眠打破、単為結実の誘起、葉の

老化抑制など多岐にわたる。近年、日本のグルー

プを中心とした、GA にまつわる合成・代謝経路

の精力的な解析により、植物の生活史における当

該ホルモンの計画的な消長の全貌が明らかにさ

れつつある（Ogawa et al., 2003; Sakamoto et al.,

2004）。これらの知見によれば、GA は単に成長の

節目で決められた働きをするのではなく、内的制

御因子や外環境からの刺激が鋭敏に GA の合成・

代謝系を誘起して、生体内での限局的な活性 GA

レベルを変化させることにより、植物の発生や生

長を調節するとされている（Hay et al., 2002）。ま

た、他のホルモン、例えばオーキシンやエチレン

が特異的に関わる生理反応でも、その実行段階で

は、最終的に GA の作用系を介することが知られ

ている（Fu and Harberd, 2003; Vriezen et al., 2004）。

つまり GA は、植物が示すおおよそすべての生長

反応に必須の植物ホルモンであり、その実作用は、

様々な生体情報が統合された後の、実質的な生長

実行であると定義できる。

　比較的単純な化学構造からなる生体物質が、ど

のようにして複雑な生命反応につながるのかと

いう疑問は、生物学を専門とする者にとって、と

ても興味深い問題である。また、成長段階や組織

を問わず、普遍的に成長を促進する GA の作用は、

図 1 ジベレリンの基本構造。ジベレリンは 20 個の炭素か

らなる ent-gibberellan 骨格を基本とし、それに様々な修飾

が加えられた化合物の総称である。
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作物の増産性とも密接に関連する。これらの背景

のもと、我々のグループでは GA の作用が顕著で

ある種子発芽の促進効果に注目し、これを維持す

る生体ネットワークを明らかにすることで、GA

の作用プログラムの基本を把握して、植物の成長

原理の理解に資することを目的としている。

発芽を促すジベレリンの作用

　コムギ、イネ、トウモロコシなどの穀類（cereals）

の種子は穀実（grain）とも呼ばれ、発達した内胚

乳を持つのが特徴となる（図 2A）。内胚乳には、

発芽後、胚の成長を補助する栄養分が豊富に貯蔵

されている。我々人類は、この穀実のもつ高い栄

養価、更には長期保存性や、運搬性、風味などの

利点から、全世界で主食として広く栽培している。

穀物種子の形態的な特徴としては、まず胚発生を

終えた幼植物体が存在する、そして種子形成の過

程で子葉の一枚から派生してできる固い壁状の

胚盤組織（scuttelum）がある。これらをまとめて

胚（embryo）と呼ぶ。この胚を保護し、囲うよう

にして胚乳組織が発達する。胚乳は、被子植物の

重複受精の結果生じる胚の保護器官であるが、栄

養分の貯蔵器官であると共に、発芽プログラムを

担う重要な役割も持っている。内胚乳を構成する

細胞は、受精後、貯蔵栄養分を蓄積しなが

ら活発な細胞分裂を繰り返した後、プログ

ラム細胞死様の挙動を示して枯死する。し

かしながら、その外層に分化する糊粉層組

織（aleurone layer）は、内胚乳が枯死した

後も依然として生き長らえて、発芽プログ

ラムに参与する。

　種子吸水後、発芽胚でおこる活性 GA レ

ベルの一過的な上昇は、胚盤における高レ

ベルの GA の合成を促す。合成された GA

は維管束を伝って糊粉層に到達し、加水分

解酵素群の de novo の合成を誘導する。誘

導された酵素群は内胚乳に分泌され、そこ

に蓄えた栄養物質の分解に関与する。そし

て、易動化した栄養分は胚盤を通じて胚に

供給され、結果として発芽を促進する。こ

の穀物種子のGAによる発芽促進効果は、

近代植物生理学の発祥以来から知られる

生理現象であり、シニア向けの教科書でも

よく目にする。長い歴史の中で多くの研究

者が参画し、有益な学術情報が蓄積された

結果、GA の派生箇所、作用点、そして具

体的な生理作用が詳細に理解され、ホルモ

ンの作用を研究する上で、とても優れたモ

デル系となった。

　GA の標的となる糊粉層細胞は、植物ホ

ルモンの刺激に対して一元的に応答する。

図 2 イネ種子の構造と糊粉層細胞。

A. http://www.riceweb.org/Plant.htm より転記、改訂した。イネ種子は、

大まかに分けて、将来植物体になる胚と、その成長を補助する胚乳

器官からなる。B. イネ種子糊粉層より単離したプロトプラスト。細

胞内には多数のデンプン顆粒が観察される。
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図 2B に、イネ・糊粉層より単離したプロトプラ

ストを示した。GA の拮抗ホルモンである ABA 存

在下では、条件さえ良ければこの細胞は、3 ヶ月

程度は生存する。ひとたび GA が作用すると、細

胞内に見られる多数のデンプン顆粒は融合して、

巨大な central vacuole へと変化する。そして猛烈

な加水分解酵素群の発現を伴いながら、わずか 1

週間程度でプログラム細胞死様の挙動を示して

死滅する（Bethke et al., 1999）。このように糊粉層

組織の運命は、2 つのホルモンにより細胞レベル

で二者択一的に制御されている。

ジベレリンによる発芽促進の分子機構

穀物種子で、GA が発現誘導をかけるもっとも代

表的なものに、炭水化物分解酵素である α-amylase

がある。最大誘導時には、全 mRNA の 20%を占

め、産生されるタンパク質は、総タンパク質量の

6 割を越える（Higgins et al., 1982）。そのため、α

-amylase をコードする遺伝子は、初期の植物分子

生物学者にとって格好の遺伝子クローニングの

対象と成り得た。様々な穀物植物からα-amylase

遺伝子族の構造決定がなされ、それらの遺伝子の

発現調節機構の解析が始まりつつある状況で、こ

の分野での私の研究活動が始まった。

　イネを材料として、GA により発現誘導を受け

る遺伝子産物を探した結果、ペプチド分解酵素で

ある carboxypeptidase 遺伝子を同定した

（Washio and Ishikawa, 1992）。この遺伝子

は、ゲノム内で小遺伝子族を形成してお

り、その中でも特定のメンバーが糊粉層

特異的な GA による発現誘導を受けるこ

とが分かった（Washio and Ishikawa, 1994）。

これは、他の加水分解酵素でも同様に見

られる遺伝子編成の傾向である。GA 誘導

性遺伝子の 5’ 調節領域周辺には、

transposable element 様の配列が存在し、転

位の痕跡が見られることから、ある特定

のメンバーが共通の制御配列を持つこと

により GA 情報伝達系との連携が生じ、

発芽種子・糊粉層での GA 誘導性を獲得したと解

釈されている（Whittier et al., 1987）。

　同一の作用系から報告された豊富な GA 誘導性

遺伝子のプロモーター情報は、共通シス配列の同

定を容易にした。報告された穀物種子の GA 誘導

性遺伝子のすべては、 TAACAA/GA 配列と

pyrimidine box と呼ばれる一組の配列を必ず持ち

合わせていた（Huang et al., 1990）。TAACAA/GA

配列は、単独で一般的なプロモーターである

CaMV35S プロモーターに GA 応答性を付加でき

るため、 GA 応答性に必須の配列、 GARE

（gibberellic acids responsive element）、として認知

された（Skriver et al., 1991）。この配列は、動物系

の転写因子のグループである Myb protein の DNA

認識配列と類似性があったので、糊粉層で発現し

ている Myb protein を探索する研究がなされた。

そして、自らが GA 誘導性を示し、実際に GARE

に結合して標的遺伝子の転写活性化を行う Myb

protein、GAMYB（GA regulated Myb related protein）、

が同定された（Gubler et al., 1995）。この転写活性

化因子は、最近行われた遺伝子破壊実験により、

発芽過程だけではなく、他の GA が関与する成長

過程にも関与することが実証され（Kaneko et al.,

2004）、更に穀物以外の植物、例えば Arabidopsis

にも機能相同物が見出されることから（Gocal et

al., 2001）、GA の作用を普遍的に担う機能因子で

図３　イネ糊粉層 GA 誘導性遺伝子の発現。A. 組織特異的発現。B. ホ

ルモン応答性。C. ジベレリン濃度依存性。GAMyb と OsDof3 の発現が

一致すると、標的遺伝子であるα-amylase 遺伝子（RAmy1A）の発現が

顕著になるのが分かる。
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あると考えられている。

　もう一つの配列である pyrimidine box について

は、我々のグループが、深く関与することになっ

た。Pyrimidine box は、単独での GA 応答性を示

さず、その欠損によってホルモン応答性が若干低

下するので、ホルモン応答に対する補助的な役割

が推定されていた（Gubler et al., 1992; Hooley,

1994）。DNA 結合能を指標にした発現スクリーニ

ングにより、pyrimidine box を特異的に認識する

糊粉層タンパク質を同定できた（Washio, 2001）。

そのタンパク質は、植物特異的な転写因子である

Dof protein であった。Dof protein は、比較的小さ

な分子量からなり、1 つの zinc finger motif を持つ

DNA 結合性タンパク質である。植物ゲノム内で

小遺伝子族を形成しており、様々な植物の生理反

応に関与する事が知られている（Yanagisawa,

2002）。Dof protein の作用特性は、単独での遺伝

子発現調節ではなく、他の因子との共同作業で多

彩な生体調節を行うことにある。GARE 配列と

pyrimidine box が加水分解酵素遺伝子のプロモー

ター上で、常に近接して観察される事実を考慮し

て、同定された Dof protein（OsDOF3）が GAMYB

の機能性パートナーであると想定した。両者の関

係を調べたところ、タンパク質間相互作用を介し

た物理的な会合と、標的遺伝子の転写活性化にお

ける共役効果が確認され、OsDOF3 は、GAMYB

の組織特異的な共役因子であると結論した

（Washio, 2003; 図 3A）。

  興味深いことに、OsDof3 gene の発現を調べる

と、GAMyb gene と同様に GA による発現調節を

受けていることが分かった（図 3B）。しかし、GA

の濃度要求性が異なり、GAMyb は低い濃度から応

答するのに、OsDof3 は高い濃度にしか反応しなか

った（図 3C）。この結果は、糊粉層での GA の作

用に１つの解釈を与えてくれる。胚盤由来の高濃

度の GA が、糊粉層に持続的に作用することによ

り high response gene である OsDof3 の発現が促さ

れ、既存の GAMyb の機能と共役的に会合するこ

とにより転写ユニットが形成され、標的遺伝子の

高レベルな発現が可能になると解釈できる（図

4A）。また、GAMyb は、糊粉層以外の組

織での GA の作用にも関与する（Kaneko

et al., 2004）。低レベルの GA でも発現で

きる GAMYB は、他の組織では OsDOF3

とは異なる補助因子との共同作業で、糊

粉層とは異なる遺伝子セットの発現を制

御しているのであろう（図 4B）。

　あたかも GA に直接誘導されているか

に見えた加水分解酵素遺伝子の発現であ

るが、よく調べてみると、実際は GA の

作用で初発的に発現してくる初期反応遺

伝子（primary response gene）の機能に支

えられた、2 次的な反応であることが分

かった。植物の生活史における GA の多

面的な作用の 1 つの要因として、ホルモ

ンの濃度効果に基づいた初期反応遺伝子

間の機能相関が重要であるとの確証を得

たが、真の意味でのホルモンによる遺伝

子発現制御のしくみを知ろうとするなら、

図４　GAMYB と OsDOF3 による糊粉層特異的な転写装置の構築。A.
GAMYB と OsDOF3 は、DNA 結合性とお互いのタンパク質間相互作

用により、加水分解酵素遺伝子プロモーター上で会合でき、特異的な

転写ユニットを形成する。B. 他の組織では、GAMYB を中心として

糊粉層とは異なる転写装置が構築される。その標的遺伝子候補として

は、花器官の形成に関与する LEAFY（Gocal et al., 2001）、細胞伸長を

促す Expansin（Lee et al., 2001）などがあげられている。
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初期反応遺伝子そのものの発現機構を調べる必

要性が浮上してきた。

種子が目覚めるとき

　糊粉層での GA の作用は、組織特異的である。

根やシュートに外から高濃度の GA を与えても、

GAMyb や α-Amylase 遺伝子の発現が顕著になる

ことは決してない。このことは、組織学的な要因、

胚盤組織からの豊富な GA の供給だけではなく

（Kaneko et al., 2002）、標的組織の特性、糊粉層細

胞の GA に対する高い感受性が、この組織での

GA の作用に必要であることを示唆する。初期反

応遺伝子の発現解析を進めるうち、この問題に対

する 1 つの解答が見えてきた。即ちそれは、GA

はどうやって種子を目覚めさせるのか？という

問いにも直結するものであった。

　GA 初期反応遺伝子のホルモン応答性は、通常

の遺伝子で考えられるような、5’上流域のプロモ

ーター活性には依存していなかった。様々な調節

部位が遺伝子領域全体に存在しており、お互いに

連携してその発現を支えていた（unpublished data）。

特に留意すべき点は、長大な 1st intron に検出され

た enhancer 作用である。Intron enhancer に関する

報告例は少ないが、花器官の形成に関わる重要な

homeotic gene である AG（Deyholos and Sieburth,

2000; Hong et al., 2003）、花芽形成の中心抑制因子

である FLC（He et al., 2003）で詳細な解析がなさ

れている。いずれの遺伝子でも intron enhancer が

その遺伝子の発現特性を決定するが、注目すべき

ことに、そこには遺伝子領域を核内のクロマチン

構造の中に押し込め、静的な状態に保つための情

報が存在するらしい（Jacobsen et al., 2000; Sheldon

et al., 2002）。Large intron は、イントロンとしての

一般的な役割とは別に、積極的な遺伝子修飾によ

る遺伝子領域の不活性化（gene silencing）にも関

与する可能性がある（Bastow et al., 2004）。これら

の知見を踏まえると、GA が作用して最初におこ

る核内イベントとは、初期反応遺伝子の単なる転

写反応の活性化ではなく、静的な状態にある遺伝

子領域の可動化と、動的な状態への移行であると

推察できる。

　一方、遺伝子修飾と糊粉層を含む胚乳組織との

間には、遺伝学的に深い関係が存在する。被子植

物の重複受精では、花粉からできる精核の 1 つは、

卵と受精して胚をつくる。もう 1 つの精核は、2

つの極核と受精して胚乳へと発育する。極核を含

む中心細胞では、維持型の DNA メチル化（メチ

ル化された C 残基の情報が、DNA 複製時にその

図 5 Interchromatin compartment model に基づく、発芽遺伝子の発現機構の解釈。基本的な考え方は、

Williams（2003）に従う。緑は凝縮した chromatin の subdomain を表す。不活性な遺伝子は、この領域

に未知の抑制力により拘束されている（tethering）。発現に至るためには、この拘束を断ち切り、RNA
合成酵素や転写因子、スプライシング酵素に富む、chromatin 間隙に移動しなければならない。円の大

きさは、遺伝子領域の活性の度合いを示す。
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まま受け継がれる反応）が解除されている

（Gehring et al., 2004）。この現象の真意は定かで

はないが、メチル化レベルの変化により、FWA な

ど通常の組織では不活性で発現できない

imprinting genes の抑制が解除され、種子形成に貢

献することが知られている（Kinoshita et al., 2004）。

この現象は、やがて枯死する胚乳組織に限定され

たものなので、決して次世代には遺伝しない。そ

のため“one-way control”と呼ばれる。この遺伝

現象の、種子形成以降、発芽過程での効果は不明

である。しかし、ゲノム DNA のメチル化状態を

調べる 1 つの方法である bisulfite sequencing 法で、

GA 初期反応遺伝子周辺の DNA メチル化状態を

調べてみると、発芽種子の胚と胚乳（糊粉層）で

も、メチル化状態に明確な違いがあることが分か

った。さらに、GA の作用による局所的な修飾状

態の変化も検出している（unpublished data）。現時

点では、観察された DNA メチル化状態の変化と、

遺伝子発現との直接の関連性を述べることはで

きない。しかし、DNA のメチル化修飾が、遺伝

子の発現に対して抑制的であるという一般的概

念に基づくと、種子発芽過程での GA の作用につ

いて、次のような仮説が成立する。

　通常の組織では、発芽に関与する初期反応遺伝

子は、核内の不活性領域に拘束状態にある。その

ため GA が作用しても発現することはない（図 5A、

c）。しかしながら、不活性領域との親和性の弱い

GAMyb は、少しは発現できる状態にある（図 5A、

a-b）。胚乳由来の糊粉層組織では、維持型の DNA

メチル化などの抑制作用が予め解除されていて、

潜在的に活性状態にある。そして、GA が作用す

ると残りの抑制作用も解除され、両遺伝子の高レ

ベルの発現が可能となる（図 5B、a-b、c-d）。つ

まり、発芽に関与する遺伝プログラムは、種子を

形成する過程で概ね完了しており、GA は、浅い

眠りの発芽遺伝子に作用して、目覚めさせるだけ

の働きをする。この考えは、分子遺伝学的解析の

成果として提唱されている、GA 作用の抑制因子

である DELLA protein の機能解除を中心とした、

今現在、最も有力なGAの作業モデルである“relief

of restrain” model の基本構想を支持するものであ

る（図 6；Silverstone et al., 2001）。

　今後の研究計画としては、GA 初期

反応遺伝子の静的な状態の形成と維

持に関わる機能因子の特定を進める

とともに、GA の情報伝達系との接点

を求めて研究を進めて行く。GA 情報

伝達系が、如何にして核内の深層にあ

る不活性領域にアクセスして、正確に

標的遺伝子の抑制を解除できるの

か？ということが興味の対象となろ

う。一連の研究成果をもとに、GA 作

用の基本的なメカニズムを把握して、

種子発芽以外の植物が示す生命反応

にも応用してみたいと思っている。

広視野研究をめざして

　地球環境科学研究科という総合応

用科学を基盤とする機関に属してい

ると、自分の研究が世の中の役に立つ

図６ ジベレリン情報伝達系の作業モデル。GA の作用は、通常抑制状態

にある。細胞膜上にある受容体が、活性 GA を認識すると、その情報伝

達系の末端で抑制因子である DELLA protein の機能を解除して、GA の作

用が発動する。Arabidopsis では、5 種類の DELLA protein が、冗長性を保

ちながら機能分担して、その生活史を支えている。イネでは、ただ 1 種

類の DELLA protein（SLR1）が、すべての GA の作用を制御する（Ikeda et
al., 2001）。
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のか？という自問に毎日直面する。発芽という現

象に限っても、現代育種の現場では様々な問題が

生じている。早い周期でめぐる作物出荷により、

本来植物が持っていた遺伝プログラムに異変が

おこり、穀物種子の休眠性は年々浅くなっている。

そのため穂発芽や未熟発芽を起こしやすくなり、

深刻な問題となっている。ジベレリンという植物

ホルモン自体は、作物育成に有用であることは疑

いない。近代農業で主要穀物の生産性を激増させ

たのは、GA による草丈調節を改変した半矮性品

種の導入であったのは、周知の事実である（Peng

et al., 1999）。この偉業は「緑の革命」と称えられ、

半矮性コムギの育成者である N. Borlaug は、その

功績により 1970 年にノーベル平和賞を授与され

ている。この人はまだ健在で、2002 年に米国の

Denver で開催された米国植物科学会での特別講

演で、その肉声を聞くことができた。

　その講演では、主に途上国で続く慢性的な人口

増加のため、今世紀半ばには全世界の人口は 80

億人を越えると予想される。これに伴い、主要作

物の 40％強の増産が必須であろうと推定されて

いる。期待される、第２の「緑の革命」では、単

に作物の生産性を増大させるだけではなく、改変

品種の質的な洗練や、地球環境問題の考慮、更に

は全世界での均等な作物配分が不可欠であると

いうことなどを、熱く語っていた記憶がある。老

齢を感じさせない、しっかりとした口調と思考力

にも感心したが、何よりも「緑の革命」という偉

業が、決して実験室レベルで偶発的に生まれたも

のではなく、多くの人々の協議の中で緻密に計画

された、世界的な学術プロジェクトであったこと

に感銘を受けた。

　自分の研究が世界を救うなどと、軽はずみな妄

想を抱くほど若くはないが、いざ第２の「緑の革

命」という壮大なテーマを心の中に密かに掲げた

時、多くの人々の批判に耐え、世の中にたくさん

の協議を生むような、完成度の高い説得力のある

研究を目指して行きたいという決心が生まれる。

これは、私の修士課程時代に吉田先生が語られた

「研究目標はなるべく高く持ちなさい。目標に至

ることがなくても、その過程で様々に実験が派生

するのが面白いんだよ。」という言葉にも通じる

ものがある。我々がまだ知らない、植物本来がも

つ生命プログラムを理解することにより、植物応

用の分野に新たな切り口を提供できたら格別で

あると、実験の手を少し休め、外の景色に目を移

しながら考えている。
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石の下にも 20 年

- 埋土種子研究の進展状況 -

露崎 史朗

(北海道大学 大学院地球環境科学研究科)

はじめに

  撹乱(disturbance)は、生態学分野では「物理的環

境に起因した群集構造を突然変化させる壊滅的

な事象」と定義される(White 1979)。ただし、その

物理的環境を変化させる原因が生物的環境によ

る場合も含めた意味で用いることが多い。多くの

火山噴火は、大規模攪乱の代表格にあげられる。

他にも、様々なスケールの攪乱があり、比較的大

規模なものでは火災や台風等を、小規模なもので

は人を含めた動物による踏みつけ等をあげるこ

とができる。これらの攪乱が起こった直後から、

植物は様々な手段を用いて攪乱を受けた所へ侵

入・定着を始める。その後、環境と種間関係の変

化から、定着している種の構成が変化する。その

一連の過程を遷移あるいは生態遷移と呼ぶ。火山

における遷移に限定した場合には、そこにおける

遷移を火山遷移と呼ぶ。

  火山遷移初期における群集構造変化やその遷

移機構については、露崎(2001)の総説があるので、

そちらを参照して欲しい。だが、遷移初期段階は、

調査できる場所も期間も限られるため遷移様式

をはじめとする群集構造の時間軸に沿った変化

には様々なものがあり、遷移機構にいたっては不

明の部分がまだまだ残されているのも事実であ

る。ここでは、遷移初期に植物の種子が「どこか

らどのように」やってくるのか、という、これが

なくては(植物が供給されていなくては)遷移は始

まらない、という部分を中心に自分の体験を踏ま

えて話を進めたい。

1977-78 年有珠山噴火 (さー、やるぞ!)

  火山遷移機構を、さらには、できれば全ての遷

移機構を明らかにすることを目標に、現在は研究

を進めているつもりでいる。遷移研究を始める事

の発端は、1983 年に北海道大学理学部分類学講座

で卒論研究として「有珠山山頂部における植物

相」を調べたことである。今後のことを考え、植

物相を調べるだけでは群集レベルの変化を知る

図 1. 主調査地である有珠山概観。A: 有珠山山頂部。O-
Usu = 大有珠。Ko-Usu = 小有珠。Cb = 火口原。B: 1983
年に設置し現在まで調査されている永久調査区の配置様

式。黒丸がガリー(gully)内部を白丸がガリー外部の調査区

を表す。番号は 2 本の調査線のうち 1 本の方での調査区

番号。Somma = 外輪山。調査区 1-4 は砂防工事により調

査区 6-7 の一部はアカエゾマツ植林により破壊された。C:
有珠山火口原断面模式図。EG = 旧表土(former topsoil, 噴
火前に存在していた土壌)の出現したガリー。OG: ガリー

外部。CG: 噴火堆積物(volcanic deposits)に覆われ旧表土の

出現していないガリー内部。噴火 10 年後に旧表土を採取

した場所では噴火堆積物の厚さが 65-140 cm であった。

(露崎 原図)
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には不十分なため火口原に調査区を設定し記録

を開始した(図 1)。

  有珠山は、事前に見事な噴火予測がなされた

2000 年噴火が最近のものとして有名である。有珠

山の噴火周期は数 10 年程度で、2000 年噴火の 1

つ前には、噴火規模が 2000 年噴火規模を遥かに

上回る大噴火を 1977 年から 1978 年にかけて行っ

ている。その 1977-78 年噴火被害を受けた場所で

調査を始めたわけである。それから現在まで 20

年以上にわたりそれらの永久調査区を中心に調

査を行ってきた(図 2)。

  火山噴火様式を、植物の立場になって噴出物を

もとに区分するならば、溶岩主体のものと、火山

灰・軽石のような噴火降灰物(噴火堆積物)主体の

ものの 2 つに分けることができる。両者の大きな

違いは、溶岩は冷え固まればほとんど動かないが、

噴火堆積物は噴火が収まってからも地表面が降

雨や融雪の際に動く。したがって、土壌栄養が乏

しいことは共通しているが、植物は、噴火後も地

表移動という継続した攪乱を受ける噴火堆積物

上と、地表面はほとんど動かない溶岩上では、侵

入した植物は、それらの環境適応様式が大きく異

なる。例えば、噴火降灰物の移動に絶えるために

は、軟弱な地下部しか発達できない植物は定着で

きない。

  有珠山噴火は、軽石・火山灰が噴火による噴出

物の主体であり、調査を始めた 1983 年において

もなお大きな地表面の変動が認められた。特に、

侵食によるガリー(gully, 雨裂と訳す人もいる)形

成が顕著であった(図 1)。大きなガリーでは、そ

の侵食が噴火以前に形成されていた土壌(former

topsoil, 旧表土)に達しているものも認められた。

有珠山における埋土種子 (発芽せよ!)

  火山においても植物が侵入するには、噴火前か

ら生存していた埋土種子や、地下茎等による栄養

繁殖が無視できないスケールで回復に寄与して

いる(Tsuyuzaki 1987)。なお、埋土種子とは、ある

地面あるいは土中に存在しているが発芽してい

ない種子すべてのことを指す。1980 年に大噴火を

した米国セントへレンズ山でもこの特徴は一致

する(Walker & del Moral 2003)。とりわけ、旧表土

の出現したガリーでは旧表土の出現していない

ガリーには見られない種が 10種以上認められた。

それらの植物は、1 年生草本が多く、種子の長距

離散布は無理な形態のものが多かった。となると、

これらの種子は旧表土中に存在していたに違い

ない、ということまでは予測がつく。しかし、最

後までてこずったのが、これら埋土種子集団起源

の種を決めることであった。

  埋土種子起源の種を直接同定するには、発芽実

験をすれば良いと当初は簡単に考えていた。しか

し、最初の発芽実験は散々だった(Tsuyuzaki 1989)。

手当たり次第に噴火前の土を掘り起こし実験室

に持ち帰り、鉢に移し水を与えても、わずか 5 種

しか発芽しなかった。10 種以上が埋土種子起源で

図 2. 1977-78 年噴火後の大有珠北西斜面を 1986 年(上)と
1998 年(下)で撮影したもの。1986 年の写真に見える枯れ

木は全て 1977-78 年噴火により枯死したもの。永久調査

区は、この下部に設置した(図 1 参照)。1998 年の写真に

見える手前の針葉樹は営林署が植えたアカエゾマツ、尾

根右手見える薄緑の部分は牧草が吹き付けられたところ。

日本では、自然回復に関する研究適地が、このようにし

て消滅していく。(露崎 撮影)
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ないと辻褄は合わない。そこで、別な方法で旧表

土中の種子を取り出す必要があると考えた。集め

た文献を整理すると大きく 4通りの方法があった

(表 1)。この中でも、埋土種子集団全体を扱う場

合には、比重選別法が回収率に優れることに気づ

いた。しかし、プロトタイプといえるこの方法の

最初のものは、容器内に土壌を入れ、それに高濃

度塩溶液を注ぎ浮上を待ち上澄みを濾過すると

いうもので、処理に時間がかかることも欠点では

あるが、さらに長時間塩漬けになることで、種子

が死亡する、発芽異常等の種子への負の影響が懸

念された。

埋土種子集団の同定 (これでどうだ?)

  1987 年は、1977-78 年有珠山噴火開始から 10

年目という人間にとってはキレの良い年であり、

大々的に噴火前の土壌(旧表土)を採取し、それか

ら埋土種子集団を抽出することを目論んだ。問題

は、埋土種子抽出方法、即ち比重選別法の改善策

である。これができないと次のステップに行けな

い。

  比重選別法は通常、高濃度塩溶液、その代表と

して 50%炭酸カリウム溶液(以降 K2CO3)、を種子

浮上のために使う。比重は 1.54 と極めて高く、種

子に全くダメージを与えないのは無理なことと

して、可能な限りダメージを減らす方法を考えた

かった。しかし、塩溶液にどの程度種子をつけて

いると種子に明らかなダメージが表れるかが全

く分からなかった。当時、自分は北海道大学大学

院理学研究科博士後期課程の学生で、指導教官で

あった吉田静夫先生から、種子発芽率が K2CO3

にどの程度つけると影響を受けるかを発芽率を

用いて示すこと、それ以下の時間で土壌を処理で

きるように方法を改善すればよい、という示唆を

受けた。そこで、K2CO3に種子を 0, 1.5, 3.0, 6.0 時

間つけ、発芽率がどの程度低下するかを観察した

(Tsuyuzaki 1993)。その結果、十分給水させた種子

では、たとえ 1.5 時間でも発芽率を低下させる種

が多いことを確認し、種子を K2CO3につけている

時間は 1.5 時間では長すぎることが分かった。従

来の比重選別法では、土壌を K2CO3中に入れ攪拌

した後に、種子およびその他有機物が自然に浮上

するのを待ち、その種子の浮いた上澄みを濾過し

種子を抽出する。浮上は気長に待つしかなく、こ

れでは比重選別法処理時間の短縮は到底できな

い。

  そのとき吉田先生から、遠心を用いれば土壌を

素早く沈殿させることにより土壌と有機物を分

離させることができるが、事前に種子に遠心の影

響がでるかどうかを確認しておくこと、という示

唆を受けた。そこで、遠心の影響は種子発芽率に

ほとんど影響がないことをまず確認し、土壌沈降

表 1. 埋土種子集団の調査方法の比較。(露崎(1990)を改変)

発芽試験法* 直接検鏡法 篩選別法 比重選別法

方法 温室等にてトレイ上に採取

した土壌を散布し適宜水を

与え種子の発芽を待つ

ビノキュラ下で土壌

を観察し種子を見つ

けたらソーティング

する

当たりをつけた種子サイズよ

り大きな目と小さな目の篩を

用意し、その 2 つの篩の間に

種子が集まるようにする

高比重溶液に土壌を

溶かし種子を浮上さ

せる

長所 操作容易 操作容易 比較的操作容易

処理早い

処理速い

回収率高い

短所 長時間必要(通常数ヶ月)

全ての種子が発芽するとは

限らない

処理できる量が非常

に少ない

全ての種子を集めるのは困難

(特に小さい種子)
操作やや複雑

回収率 低い 高い サンプルに依存 非常に高い

* Ter Heerdt, et al. (1996)は、推定される最小サイズ種子より目の細かい篩を用いて、種子の入っていないと考えられる土

壌を発芽実験に使用しないことにより、処理する土壌量を減らすことを提案した。
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を遠心により行うこととした(図 3) (Tsuyuzaki

1994)。この方法は、現在でも試行錯誤を繰り返し

ながら細かな改良を続けており、現時点の方法な

ら K2CO3 に種子が浸かっている時間は 15 分程度

まで短縮されている。(しかし、そのため低温遠心器の

遠心ローター1 つを、お釈迦様一歩手前にしてしまったよ

うな気がする。以降は卓上遠心器のみを使用している)。

  方法も決まり、いよいよ、1987 年春に旧表土を

6 個所から 50 cm × 50 cm × 10 cm (縦 × 横 × 厚

さ)に切り取り低温科学研究所植物凍害科学部門

実験室に持ち帰った。今改めて計算すると、1 個

の土壌の塊が 25 l、総計 150 l の土を処理したこと

になる(今では信じられん)。全ての処理には数ヶ

月を要したが、最終的には 25 種(うち未同定 7 種)

の種子を得ることができた(Tsuyuzaki 1989)。それ

らの種の多くは、やはり旧表土の出現したガリー

(図 1 の EG)にのみ特異的に出現する種であった。

同時に、有珠山における 1 年生草本のほとんどが

埋土種子起源であることも明らかとなった

(Tsuyuzaki 1990)。

  噴火後 20 年にあたる 1998 年に旧表土を採取し、

遠心浮上法および発芽試験法により埋土種子集

団を調べたところ少なくとも 22 種の種子が未だ

旧表土中で生存していた(Tsuyuzaki & Goto 2001)。

これらの種子は、「石の下にも 20 年」生きていた

種子である(正確には「軽石・火山灰の下にも 20

年」)。

  実験的に種子を瓶等につめ土壌中に埋め定期

的に取り出すという人為環境下の実験は、ビール

博士(Dr. Beal)の実験という有名なものがあり、埋

めてから 120年を経過したものでも生きていたと

いう報告がある(Telewski & Zeevaart 2002)。しかし、

自然状態における種子の長期生存報告は、20 年で

も稀なようで、米国植物学雑誌の「石の下にも 20

年」論文が掲載された号のトピック欄に論文内容

が紹介されていた(図 4)。こうなると「石の下に

も 30 年」をやらねばならないのだろうか。

発芽実験の逆襲 (発芽試験もやるか…)

  発芽試験は、発芽に光を必要とする種子(光発芽

種子)を十分に発芽させるため、サンプル土壌をで

きるだけ薄くして行う必要がある。土壌の厚さが

数センチメートルになると、厚すぎて土壌内部に

光が十分に届かず光発芽種子は休眠状態のまま

であり、数ミリ程度の厚さにするのが理想とされ

る(図 5)。それでも、多くの種子の発芽が終了す

るには数ヶ月待つのが普通となる。また、実験ス

ペースが不十分な場合には、1 度目の発芽試験が

終了した時点で土壌を十分攪拌し再び発芽実験

をするという煩雑な手続きを踏まざるを得ない。

発芽試験は、1 年を必要とすることもある。

  この膨大な場所と時間を必要とする大きな問

題を解消するために、土壌中に存在する最小種子

サイズが明らかな場合は、それより小さい目の篩

を用いて種子が入っていないと考えられる土壌

を除去した上で発芽実験を行う方法が提案され

た(Ter Heerdt et al. 1996)。土壌粒形の細かい粘土

質土壌では、発芽実験に要する土壌量を大幅に削

減できるらしい。有珠でも噴火降灰物にはかなり

の火山灰が含まれ、そのようなことも可能かと考

図 3. 改良された比重選別法(Tsuyuzaki 1994 を元に作成改

変)。個人的には、「遠心浮上法」と呼んで欲しい。a: 最
初の頃は、スターラーを用いて攪拌を行ったが、噴火後

20 年を経過した有珠山旧表土中埋土種子組成調査からプ

ロペラシャフトを使って攪拌している。その場合、攪拌時

間は 5 分以下で十分である。b: 卓上遠心器を使う場合に

は、スイッチを入れてからローターが止まるまで数分程度

となる。c: 濾紙を 3 層にして行っていたが、途中からミ

ラクロスに変えた。また、この過程でミラクロス上の有機

物を十分に洗浄することができる。

土壌サンプル

攪拌(3-6 分) a

上澄み

種子サンプル

50% K2CO3 溶液　(比重 1.54)

遠心 (4000 g 以上になれば止めてよい) b

吸引濾過

ビノキュラ下にて種子をソーティング

浮上した種子を含む有機物を 2 層のミラクロス上で濾過 c
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えていた。ところが、篩を使用した時点で微小な

種子は逸出してしまうことが報告され(Traba et al.

1998)、「ケシ粒」(実際はさらに小さな種子もあ

る)のような種子のあるところの土壌を篩処理す

ることは望ましくないことがわかった｡これらの

論文を読んでいて気づいたことは、発芽試験法を

採用する人たちは、その欠点を知りつつも行って

いるという現状である。換言すれば、発芽試験法

による埋土種子推定は、かなりの誤差を含んでい

ることが、研究者間では暗黙の了解となっている

気がしてならない。

  これだけの問題を抱えているにも関わらず、多

くの埋土種子集団研究が発芽試験のみによって

行われている。その理由の 1 つに、海外の大学で

は広大な温室があるところが多い等、実験スペー

スが十分な場合、容易でかつ大量の土壌処理が可

能なことがあげられる。

遠心浮上法 vs 発芽実験法 (仲良くしようぜ)

  1987 年の埋土種子調査では、大きな 6 つの土壌

の塊を採取したが、統計的により正確な埋土種子

集団分布の推定を行うには小サンプルを数多く

採取する方が有効と言われるようになった(Gross

1990)。多くの研究が発芽試験法により行われてい

ること、小サンプルを数多くとる必要があるとい

う 2 点を踏まえ、噴火 20 年に行った旧表土中の

埋土種子集団測定は 10 年前と方法を大きく変え

た。即ち、深さ 1 m 以上のところの旧表土を 100 cc

の採土管を用いて約 60 個所から採取し、採取土

壌を 2 分割し、片方を遠心浮上法に、もう片方を

発芽試験法にかけ両者の比較を行った(Ishikawa-

Goto & Tsuyuzaki 2004)。

  結果としては、遠心浮上法は発芽試験法より多い

種数と種子数を得ることができ、数では遠心浮上法

に軍配があがった。さらに、遠心浮上法で得た種の

多くが発芽試験法では発芽しないこと、より小さな種

子は比重選別法ではあまり検出できず(悔しい!)、そ

れぞれの方法には長所短所があることを示した。特

に長期間埋土された種子は、強い非発芽状態となり

つつ構造的に脆くなっているため、長期埋土種子集

団推定には単一方法を用いることは危険だといえ

る。

  まとめてみると、野外における埋土種子集団を

調べる際には、その種子の分布する土をどのよう

にサンプリングするかというサンプリングデザ

インが第一の問題となる。ついで、どの方法で埋

土種子集団推定を行うかが第二の問題となる。

  発芽試験法のみでは絶対に検出することはで

きなかった「眠れる獅子(休眠したまま起きてこな

い種子)」が、他の種子選別法により抽出できれば、

これまでブラックボックスであった埋土種子集

団の動態をより明らかにすることが可能となる

(図 5)。これまで埋土種子集団中の種数や種子数

は、その場に新しく加わった数(加入数)と死亡数

および発芽数の差から推定された。しかし、土壌

中の休眠したまま発芽しない種子数を直接測定

すれば良いようになる。

  抽出された種子の休眠機構を明らかにせねば、

A
Seed bank persistence under volcanic ash

Tsuyuzaki and Goto report on the seed bank status in
topsoil of the crater basin 20 years after burial under
volcanic ash on Mount Usu, one of the most active
volcanoes in Japan, located on Hokkaido Island. They
present interesting data regarding natural storage of
seeds under volcanic ash, extend longevity records for a
number of species, and conclude that the seed bank will
persist longer with soil water content between 20 and
40%, no light, and low temperature fluctuations.

B

図 4. A: 米国植物学会誌(American Journal of Botany) 88 巻

目次ページで”この号(In this issue)”に紹介された文章全文。

この文章は自分が書いた記憶はないが、自分が書いたもの

より要点が明確な気がする。B: 噴火 20 年後の旧表土中か

ら遠心浮上法で抽出した埋土種子中の優占種であったエ

ゾノギシギシ(Rumex obtusifolius L.)の種子。
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生存要因や寿命決定要因、さらには、これらの埋

土種子がなぜそのような形質を獲得進化したの

かを説明することはできない。遷移について初期

に 1 年生植物が出現することは､このような種子

の休眠特性と大きく関係していると考えられる。

しかし、有珠山ではエゾノギシギシ(図 4)を始め

とする幾つかの種は、多年生草本であるにも関わ

らず二次休眠状態であった。これらの種は、裸地

あるいは荒地に良く出現し、1 年生草本の進化を、

そして遷移機構を知る糸口となるものなのかも

知れない。

今後の展望 (妖怪退治だ!)

  埋土種子集団の特性は、生理的にも生態学的に

も(図 5)、そして分子生物学的にも 1 要因で説明

できるとは現状では思えない。温度と一口に言っ

ても、ウルシ(Rhus)の仲間に代表される高温に種

子を暴露することにより発芽が促進されるもの

や、よく知られるように北海道を始めとする四季

がある地域の種の多くは春に発芽するには季節

認識が必要である。その方法の一つとして、低温

を体験せねば発芽を開始しないというものがあ

る(Baskin & Baskin 1998)。また、このような種で

は春に発芽しないと夏には再び二次休眠に入る

という休眠サイクルも知られている。このように、

温度の意味は様々である。同様に、化学要因とし

ては、酸素、二酸化炭素濃度、さらにはエチレン

等が発芽の促進あるいは抑制要因としてあげら

れてきた。

  南アフリカ・西オーストラリア・カリフォルニ

ア等の森林火災多発地域から、多くの種が煙誘導

種子発芽(smoke-induced seed germination)という

煙を浴びることによって発芽が促進される性質

を有することが報告された(Baskin & Baskin 1998)。

日本からは、このような発芽特性を有する種は未

報告であるが、日本に分布する種の幾つかが海外

で煙誘導発芽と報告されている(Adkins & Peters

2001)。日本においても、森林火災は皆無ではない

にも関わらず、日本の森林火災ではウルシのよう

な熱発芽種子が注目されてきたが、今後、火災に

よって発生するもう一つの要因、煙の方を分離し

て研究を進めることが、生態系変化機構の解明に

は必要なのかもしれない。実は、煙誘導発芽が最

初に南アフリカで発見された報告は de Lange &

Boucher (1990)であり、それからまだ 15 年程度し

か経っていない。この発見は埋土種子の休眠特性

が多様であることの 1 つの証明でもあろう。

  2003 年秋から長期在外研究員の立場で西オー

ストラリアを訪れる機会を得た。その際、実際に

煙誘導発芽実験を見ることができた。見事なまで

に無処理(対照)区土壌と煙処理区土壌では実生発

生数に差があった。2004 年春には、西オーストラ

リア州州都パース内にあるキングズパーク植物

科学実験施設の研究者達が、煙中の発芽促進物質

を同定したと熱く語っていた(Flematti et al. 2004)。

野外での煙発芽促進方法としては、土壌に煙を直

接暴露する方法、煙を水中に通過させ発芽促進物

質を溶出させた水を散布する方法、がこれまで考

案されている。発芽促進物質を特定できた今、こ

の発芽促進物質を直接散布することが計画され

ている。

  煙誘導発芽は、西オーストラリアではボーキサ

イト採掘跡地において採掘時に表土を残し、そこ

に煙を浴びせることにより自生種の再生を促す

といったような遷移的観点からみた生態系復元

への応用が試みられている(図 6) (Roche et al.図 5. かなり単純化された休眠を行う種子に関する休眠・

発芽パターン変化。(Hilhorst & Karssen (2000)を改変)

光

化学要因

温度

発芽阻害季節温度 休眠サイクル

休眠解除 発芽一次休眠

二次休眠

低温

後熟

死亡

死亡

加入
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1997)。このように、一つの発見があると、その応

用は目覚しい速度で進むことがある。さらなる

様々な種子休眠解除物質の発見や、その野外への

応用へ発展していくことは疑いない。種子の発芽

特性は、妖怪変化のように多様な変身をするが、

これを退治するためには、分子から群集までを含

めた広視野での研究が必要となることは間違い

ない。

  なお、これらの内容は随時、以下のウェブページに公開

していく予定であり、そちらをも参照されたい。

日本語ホームページ:
http://hosho.ees.hokudai.ac.jp/~tsuyu/index-j.html

英語ホームページ:
http://hosho.ees.hokudai.ac.jp/~tsuyu/index.html
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あ と が き

　オーストラリアに滞在中の露崎氏からはじめて電子メールが届いたのは5月中旬のこと

でした。それは、10月末にミニシンポジウムを開催するので是非出席して欲しいという内

容でした。研究生活から離れて久しい一老人の私をわざわざ誘ってくれるのだから、きっ

と特別な意図が隠されていそうですので、すぐには返事をせずに露崎氏を悩ませて仕舞い

ました。ともあれ、もとの研究室の大勢の良き仲間と再会できる喜びと、そのごの研究展

開について個々人から直接お話を伺える格別の期待感から、ついに出席するという返信メ

ールを送って仕舞いました。

　私自身は低温研に奉職して以来、植物の寒冷適応機構の生理生化学的な解明を中心に研

究を進めたつもりですが、いつの間にか周囲には植物の生命現象の分子生物学的な解明を

目指す方々のほかに、北方植物の生き様を生活史や生活型に着目しながら解き明かそうと

する人々や、火山噴火後の植生回復と旧表土に埋もれた種子の役割に注目して研究する人

など、個性豊かな面々が揃って研究室は活況を呈しておりました。ときには仲間同志で凄

まじい激論が戦わされこともありましたが、概ね耳学を通してお互いの学問的好奇心が充

足される日々も多かったのではないでしょうか。いま思いますと、お互いに非常に幅広い

研究視野を育むことが出来たのではないかと思うのですが、その反面、大変まとまりに欠

けた研究者集団であったのかも知れません。

　かつて、同じ屋根の下で研究生活を共にした研究仲間が、それぞれ優れた能力を発揮し

て独自の研究領域を開拓し、その第一戦で活躍しておられることを知り非常に嬉しく思い

ます。今後もさらなる大きな目標に向かって邁進されることを強く念願します。

　最後に、このような素晴らしい機会を与えて下さる皆様方のご厚意に心底より感謝を申

し上げます。

  以上

2004年10月

吉田静夫
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編集後記

  本冊子は、シンポジウム「植物科学の新展開: 分

子から群集まで」の企画賛同者による投稿原稿で

構成されている。

  ところで、本シンポジウム開催は、実は7年前か

ら決まっていたように思える。前島大会会長挨拶

中にあるように、この冊子の執筆者は、多かれ少

なかれ、北海道大学 低温科学研究所植物凍害科学

部門で吉田静夫先生に世話になった面々である。

吉田先生が退官なされてから、はや7年が過ぎ、植

物凍害科学部門という名前は低温科学研究所から

いつの間にか消えてしまった。しかし、本冊子を

読まれれば、その魂は縄張りを広げならが成長し

ていることが分かる。さらに、この面子を集合さ

せれば、「分子から群集まで」を包含した議論に

熱が入るのは必然なことも分かる。これだけ多様

な人材を輩出した研究室は他には類を見ないので

はなかろうか。そういう訳で、迷うことなく本冊

子のタイトルは、「植物科学の新展開 … 広視野

研究をめざす」となった。

  改めて内容を読み直すと、大幅な構成の変更は

必要だろうが、大学教養等の生物学で「分子から

群集まで」を扱う教科書として十分活用できるも

のとなっていると思う。そればかりか、個々の報

告は自分の研究をベースに、その分野での最先端

部分をも紹介している。これらを包含し、かつ最

先端科学を目指す新展開を図るには、今まさに一

同が一箇所に集まり議論するのも自然の流れだろ

う。この力の源は、冊子中の随所に書かれている

エピソードに起因しているのも確かである。私(露

崎)が、吉田先生の言葉で忘れられないのは、

「実験は失敗した時が一番楽しいねー」、

である。これが吉田先生の本音かどうかはさてお

いて、私は、学生が研究に行き詰まったように見

えると良くこの話をし、そして自分にも言い聞か

せている。

  本当に最後になりましたが、企画から開催に至

るまで、紙面が許さないほど多くの方のお世話に

なりました。皆様にこの場を借りて厚く御礼申し

上げます。7年後には、さらにすばらしい未来を、

また皆で語れる場ができることを信じつつ筆を置

かせて頂きます。

(編集委員)
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