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〈要 約〉
　原形質流動は藻類から高等植物にまでみられる活発な細胞内物質輸送である．原形質流動はオルガネラに結合したミオシンXIがアクチン細胞骨格のうえを運動することにより発生する．しかしながら，植物における原形質流動の本質的な役割に関しては明らかになっていない．今回，筆者らは，シロイヌナズナにおいて原形質流動の主たる駆動力として知られるミオシンXI-2のモータードメインを，生物界で最速のシャジクモのミオシンXIあるいは低速のヒトのミオシンVと分子生物学的に置換することにより，高速型あるいは低速型のキメラミオシンXI-2を作製した．驚くべきことに，高速型あるいは低速型のミオシンXI-2を発現させたシロイヌナズナでは，それぞれ，原形質流動の高速化あるいは低速化にともない，植物は大型化あるいは小型化することが明らかになった．この研究の結果から，原形質流動が植物の大きさの決定因子のひとつであることが示された．さらに，原形質流動は植物における普遍的な細胞内物質輸送の機構であることから，あらゆる植物の大きさを人工的に制御するシステムとしての応用が期待できる．

はじめに

　原形質流動はあらゆる植物で普遍的に発生している現象であり，その速度は1μm/secから70μm/secと種や細胞によりさまざまである．原形質流動はオルガネラに結合したミオシンXIがアクチン細胞骨格のうえを運動することにより発生することから（図1a），その速度はミオシンXIの運動速度に依存する1,2)．近年，タバコ培養細胞であるBY-2細胞から精製した175 kDaミオシンXIの研究により，その分子レベルでの特性が明らかになった3,4)．電子顕微鏡による観察から，タバコの175 kDaミオシンXIは動物において膜輸送を担うミオシンVaとよく似た形態をもつことが示された．また，in vitroにおける運動速度の測定から，タバコの175 kDaミオシンXIの運動速度は5μm/secと示され，これは高等植物において一般的に生じている原形質流動の速度と一致した．この速度は動物のミオシンVaの運動速度より10倍も速い5)．
　シロイヌナズナにはクラスXIに属する13種類のミオシンが存在する6)．遺伝子ノックアウト法による解析により，このうちXI-1，XI-2，XI-B，XI-I，XI-Kが小胞体，ゴルジ体，ペルオキシソーム，ミトコンドリアなどの運動に関与していることが示されている．これらのミオシンXIのメンバーの多重ノックアウトは細胞の大きさの縮小や開花時期の遅延にともない成長の阻害をひき起こすことから，原形質流動が植物の成長にとり重要な機構のひとつであることが示唆された．とくに，XI-2およびXI-Kは原形質流動の主たる駆動力と考えられている5)．
　淡水産藻類の一種であるシャジクモの原形質流動は高等植物より1桁も速い．in vitroにおける運動速度の測定により，シャジクモのミオシンXIの運動速度は50μm/secにも達することが示され，生物界において最速のモータータンパク質として知られている7)．この高速の運動は，モータードメインにおける高いATPase活性と，アクチンミオシン複合体からのADPの速い解離に依存していることが明らかになった8-10)．シャジクモの節間細胞は非常に大きく成長し10 cm以上にも達することから，細胞における栄養，代謝産物，細胞壁前駆体，植物ホルモンなどの拡散にこの速い原形質流動が不可欠であると推測されている11)．以上のことから，原形質流動が植物の成長に関与することは示唆されていたが，既存の遺伝子ノックアウト法やRNAi法といった細胞生物学的な方法論のみでは直接的な相関を証明することはできなかった．

1．速度改変型ミオシンXI-2の作製

　原形質流動が植物の成長におよぼす影響を明らかにするため，高速型および低速型のミオシンXI-2を作製した．ミオシンXIはモータードメイン，ネックドメイン，テイルドメインから構成されているが（図1b），運動速度を決定するのはおもにモータードメインである．そこで，原形質流動の主たる駆動力として機能するシロイヌナズナのミオシンXI-2のモータードメインを，高速型であるシャジクモのミオシンXI，あるいは低速型であるヒトのミオシンVbのモータードメインと分子生物学的な手法により置換し，高速型ミオシンXI-2あるいは低速型ミオシンXI-2を作製した（図2a）．in vitroにおいてこれら速度改変型ミオシンの運動速度を測定したところ，野生型ミオシンXI-2（シロイヌナズナXI-2），高速型ミオシンXI-2（シャジクモ-シロイヌナズナXI-2），低速型ミオシンXI-2（ヒト-シロイヌナズナXI-2）の運動速度は，それぞれ，7.2 ± 0.5μm/sec，16.0 ± 0.9μm/sec，0.19 ± 0.02μm/secであった．さらに，野生型ミオシンXI-2，高速型ミオシンXI-2，低速型ミオシンXI-2をそれぞれ蛍光タンパク質GFPとの融合タンパク質とし，シロイヌナズナ培養細胞において一過的に発現させることにより細胞内物質輸送への影響について検証した．その結果，高速型ミオシンXI-2および低速型ミオシンXI-2はともに，野生型ミオシンXI-2と同様の膜状のオルガネラに局在していたが，その運動速度はそれぞれ高速化および低速化していることが明らかになった．高速型ミオシンXI-2および低速型ミオシンXI-2のネックドメインおよびテイルドメインはシロイヌナズナの野生型ミオシンXI-2に由来するので，これら速度改変型ミオシンXI-2はシロイヌナズナにおいて野生型のミオシンXI-2と同じ軽鎖およびオルガネラと結合しながら，高速および低速で運動すると考えられた．

2．植物への影響

　速度改変型ミオシンXI-2の植物への影響をみるため，野生型ミオシンXI-2，高速型ミオシンXI-2，低速型ミオシンXI-2をそれぞれ蛍光タンパク質GFPとの融合タンパク質とし，独自の遺伝子プロモーターの制御のもと，ミオシンXI-2の遺伝子ノックアウト変異株に形質転換した．その結果，高速型ミオシンXI-2を発現させた株では植物が大型化，また，低速型ミオシンXI-2を発現させた株では植物が小型化することが明らかになった（図2b）．30日目の第1本葉を葉の大きさの指標として解析した結果，野生株に対し，高速型ミオシンXI-2発現株の葉面積は約40％増加，葉柄の長さは約20％増加していた．一方，低速型ミオシンXI-2発現株の葉面積は約30％減少，葉柄の長さは約60％減少していることが明らかになった．また，35日目の地上部における乾燥重量は，高速型ミオシンXI-2発現株では44％増加，低速型ミオシンXI-2発現株では22％減少していることがわかった．

3．原形質流動への影響

　速度改変型ミオシンXI-2の原形質流動の速度への影響をみるため，第1本葉の葉柄表皮細胞を観察した．野生株では一般的な高等植物の原形質流動の速度と一致する速度の原形質流動が観察された．一方，ミオシンXI-2の遺伝子ノックアウト変異株では原形質流動の速度は野生株の25％まで低下していた（図2c）．このことから，葉柄表皮細胞においては，ほかのミオシンXIのメンバーも原形質流動の発生に関与しているが，駆動力としてミオシンXI-2の寄与の大きいことが示唆された．ミオシンXI-2の遺伝子ノックアウト変異株に野生型ミオシンXI-2を発現させた植物体では，原形質流動の速度は野生株と同じレベルにまで回復した．さらに，高速型ミオシンXI-2の発現株では原形質流動の速度は野生株の約1.7倍に上昇していた．それに対し，低速型ミオシンXI-2の発現株では方向性をもった原形質流動はみられなかった．これは，低速型ミオシンXI-2の遅い運動が負荷となり，ほかの内在性のミオシンXIのメンバーの運動も阻害し，原形質流動の発生がさまたげられたものと考えられた．また，ミオシンXI-2の遺伝子ノックアウト変異株では植物の大きさは野生株と変わらなかったのに対し，低速型ミオシンXI-2の発現株では植物が小型化していたことから，原形質流動の速度と植物の大きさとのあいだに閾値効果の存在が示唆された．

4．植物の成長への影響

　35日目における植物の背丈は，高速型ミオシンXI-2の発現株で高く，低速型ミオシンXI-2の発現株では低くなっていた．また，花茎がたつ抽苔の時期も，それぞれ，2～3日早まるあるいは遅れることが明らかになった．抽苔の直後の本葉の数を数えたところ，高速型ミオシンXI-2の発現株および低速型ミオシンXI-2の発現株ともに野生株と変わらなかったことから，開花時間の促進あるいは遅延が生じているのではなく，成長の促進あるいは遅延が生じていることが明らかになった．一方，7日目の根の長さは，野生株，高速型ミオシンXI-2の発現株，低速型ミオシンXI-2の発現株のあいだでほとんど差がなかった．このことから，根における原形質流動においてはほかのミオシンXIのメンバーの寄与が大きい，あるいは，地下部における原形質流動と植物の大きさとの相関の機構は地上部とは異なることが示唆された．

5．細胞の大きさへの影響

　植物の大きさの違いが，細胞の数によるものなのか，あるいは，細胞の大きさの違いによるものなのかを明らかにするため，第1本葉の葉肉細胞および葉柄表皮細胞を測定した．高速型ミオシンXI-2の発現株の細胞面積は47％大きく，低速型ミオシンXI-2の発現株の細胞面積は20％小さくなっており，葉あたりの細胞の数はほとんど変わらなかった．また，葉柄表皮細胞の長さは高速型ミオシンXI-2の発現株で24％長く，低速型ミオシンXI-2の発現株で36％短くなっており，その比率は葉柄の長さと一致した．これらの結果より，植物の大きさの変化は，細胞の数ではなく細胞の大きさの変化であることが明らかになった．

おわりに

　分子系統学的な解析からシャジクモ類は陸上植物の祖先であることが示唆されている．シャジクモは重力の影響の少ない水中で高く成長するために，細胞を大きくしたと考えられる．そして，大きく成長した細胞において十分な物質輸送を確保するため，シャジクモのミオシンXIのような運動速度の非常に速いミオシンを進化させる必要があったと予想される．一方，陸上に進出した植物は小さい細胞を層状に積み重ねることにより高さを確保した．そうすることにより，重力のみならず風や雨など水中にはない物理的な外力にまけない剛性を獲得したのではないかと考えられる．この過程において，ミオシンXIの運動速度は小さい細胞にあわせ遅くなったと考えられる．この研究において人為的に実現した高速型ミオシンXI-2の発現は，いわば，進化の逆もどりであり，それにより植物は陸上でも大型化することが明らかになった．この大型化は雨や風など物理的な外力の少ない実験室では有利かもしれないが，野生の環境においては必ずしも有利にはたらくとはかぎらない．したがって，別の解釈も可能である．すなわち，陸上植物は本来の大きさよりも大きく成長するポテンシャルはあるが，原形質流動の速度により，それぞれの生育環境に適した大きさに規定されているとも考えられる．

　また，原形質流動は細胞内物質輸送のため藻類から高等植物までさまざまな植物において発生する基本的な機構である．さらに，ミオシンのモーター領域の付近の構造は高度に保存されているため，あらゆる植物に由来するミオシンXIにおいて人為的な運動速度の改変が可能である．したがって，作物やバイオマスエネルギーに関連したさまざまな有用植物の増産や人工的な成長の制御などが可能であろう．速度改変型のミオシンを用いて原形質流動の速度を改変するシステムは汎用性の高い新しい手法として応用への展開が期待できる．
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〈図説明〉

図1　植物の細胞における原形質流動

（a）原形質流動は，細胞にはりめぐらされたアクチン細胞骨格のうえをオルガネラに結合したモータータンパク質であるミオシンXIが運動することにより発生する．
（b）ミオシンXIはN末端側から，モータードメイン，ネックドメイン，テイルドメインより構成される．テイルドメインはコイルドコイルを介しミオシンXIを二量体化するとともに，特異的なオルガネラとの結合を介在する．ネックドメインにはカルモジュリンを主体とする6個の軽鎖が結合している．モータードメインはアクチンフィラメントと結合し，ATPの加水分解エネルギーを運動エネルギーへと変換している．したがって，ミオシンの運動速度はおもにモータードメインのATP分解活性により規定されている．ミオシンXIは2つのモータードメインを交互に結合・解離させることにより，あたかも人間が歩くようにアクチンフィラメントのうえを運動する．このとき，同じタイプである動物のミオシンVの約10倍もの運動速度を発生する．
図2　速度改変型ミオシンXI-2の作製と植物への影響

（a）高速型ミオシンXI-2および低速型ミオシンXI-2の模式図．高速型ミオシンXI-2および低速型ミオシンXI-2は，シロイヌナズナのミオシンXI-2のモータードメインをシャジクモのミオシンXIあるいはヒトのミオシンVbのモータードメインと置換することにより作製した．ネックドメインおよびテイルドメインはシロイヌナズナのミオシンXI-2に由来するため，シロイヌナズナにおける軽鎖およびオルガネラとの結合能を保持したまま，運動速度のみを変化させることができる．
（b）シロイヌナズナにおける発現．野生株に対し，高速型ミオシンXI-2の発現株では植物が大型化，低速型ミオシンXI-2発現株では植物が小型化している．
（c）細胞の大きさと原形質流動への影響．野生株に対し，高速型ミオシンXI-2の発現株では原形質流動の高速化にともない細胞が大型化，低速型ミオシンXI-2の発現株では原形質流動の低速化にともない細胞が小型化している．
