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特集「核‒細胞質間分子輸送システム：基本分子メカニズムの理解とその応用」
高等植物の生存戦略を担う核–細胞質間分子輸送システム
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核–細胞質間輸送は進化的に高度に保存されたシステムであるが，最近になって植物独自の役割を担っていることがわかってきた．単なる日々の細胞活動の支えだけでなく，植物個体の高次な生存戦略の基軸になっている．モデル植物であるシロイヌナズナを主に用いて，輸送因子群の同定と突然変異体の解析が複数のグループによって精力的に行われている．本稿では，最初に植物における核膜孔の構成成分と輸送受容体を動物や酵母のそれらと比較しながら紹介する．その後，最近の分子遺伝学的解析によって得られた知見から，これら因子が植物の多岐にわたる成長生理にどのような役割を果たしているかを紹介する．


1. はじめに
植物は地に根を下ろして生活する．自由に動き回らない暮らしを営む植物にとって，周りの環境変化を繊細に感じて大胆に応答することに彼らの生き様の本質がある．最近になって，植物の核–細胞質間分子輸送システムを担う分子群の同定が進み，それらの生理学的役割が変異体を用いた解析により明らかにされつつある．これらの分子は細胞の基幹的な生命活動を担うだけでなく，個体発生の制御や環境応答能力を調節して植物個体の生存戦略をつかさどる．本稿では最近明らかになってきた核–細胞質間輸送システムが支える植物の個体発生や環境シグナリングの制御機構を紹介したい．

2. 植物における核膜孔の構造
植物の核膜孔の構造研究の歴史は40年以上前までに遡ることができる．YooとBayleyは電子顕微鏡観察により，エンドウの核膜孔が核膜表面積の38％を占め，動物の核膜孔と同様に8個のサブユニットが回転対称構造をとることを報告している1)．RobertsとNorthcoteはプラタナスとエンドウの核膜孔に対しフリーズディープエッジ技術を用いて高解像度の電子顕微鏡観察を行った2)．それによると植物の核膜孔のサイズは115×64 nmで，これは酵母の核膜孔（96×35 nm）よりも大きく，脊椎動物の核膜孔（145×80 nm）よりも小さい．最近になって，Fiserovaらは電界放出型走査電子顕微鏡（field-emission scanning electron microscope）を用いてタバコ培養細胞の核膜孔を核の内側と外側から詳細に観察している3)．それによると，分裂が盛んで代謝がアクティブな細胞増殖期には核膜孔の孔が拡大するが，定常期および老化細胞ではその孔が小さくなり内部にフィラメント状の構造ができることが報告されている．このことは核膜孔が自身の構造を変化させることにより輸送の活性や特異性を調整している可能性を示唆している4,5)．
動物細胞において核膜孔の膜上での分布には核膜の裏打ち構造であるラミンが大きな役割を果たしている．植物では，ラミンタンパク質の一次構造上のホモログは見つかっていないが6)，ラミン様フィラメント構造が核膜孔を核内膜側からつなぎとめているようすがタバコ培養細胞で観察されている3)．したがって，動物細胞と同様に，植物の核膜孔もラミン様構造によって核膜に係留されていると考えられる．それでは，植物のラミン様構造の分子実体は何なのか？　植物のラミン機能ホモログタンパク質として，長いコイルドコイル領域を持つNMCP（nuclear matrix constituent protein）が最近になって脚光を浴びている6,7)．NMCPを欠損したシロイヌナズナでは，核の表面積の低下および形状異常が起こる8,9)．今後，植物の核膜孔がこのNMCPと核膜上でどのように相互作用をしているのかを詳細に解析する必要がある．
超微細構造観察により，植物の核膜孔の構造はほかの生物とよく似た構造をとることがわかっていたが，その構成因子（ヌクレオポリン）に関する知見は限られていた．植物核膜孔複合体の構成因子を網羅的に同定することを目的として，我々は緑色蛍光タンパク質（GFP）融合ヌクレオポリンを用いたインタラクトーム解析を行った10,11)．その結果，シロイヌナズナから30種類のヌクレオポリンを同定し，植物細胞における核膜孔の構成因子の全貌をとらえることができた（図1）．植物のNPCは酵母よりもヒトに近い構成をしており，植物に特異的な一次構造を持つヌクレオポリンも見つかった10–12)．
[image: ]図1 核膜孔複合体の分子構造


3. 植物カリオフェリンファミリー
カリオフェリンβファミリーは核–細胞質間輸送の主要な受容体であり，核内輸送を担うインポーティンと核外輸送を担うエクスポーティンに分けられる．シロイヌナズナのゲノムには18種類のカリオフェリンβが存在し，それらはさらに16種類のサブファミリーに分類することができる13)．植物にはXPO6サブファミリーは存在しないが，陸上植物特異的に保存されたPLANTKAPと呼ばれる機能未知な分子が見つかっている（図2）14)．
[image: ]図2 インポーティンβファミリーの分子系統樹

シロイヌナズナは9種類のインポーティンα（IMPA1～9）を持っており，そのうち8種類（IMPA1～8）はα1サブファミリーに属しているが1種類（IMPA9）はどのサブファミリーにも属していない．動物のインポーティンαは，α1サブファミリーのほか，α2とα3のファミリーで構成されていることから，α2とα3は動物に特異的なサブファミリーであることが示唆される（図3）．Changらはイネのインポーティンαに対し2 Åの解像度で結晶構造解析を行い，インポーティンαとSV40 large T抗原由来の核移行シグナル（NLS）との結合は，動物のインポーティンαと同じく，インポーティンαのアルマジロリピートが作り出すメジャー部位で起きることを報告している15)．一方で，植物特異的なNLS16)とはマイナー部位で結合する．マウスのインポーティンαはこの植物特異的なNLSとはメジャー部位で結合することから，植物特異的な核–細胞質間輸送様式の存在が示唆される15)．
[image: ]図3 インポーティンαファミリーの分子系統樹


4. 花成時期の決定
花成とは栄養成長から生殖成長への相転移を意味し，栄養成長していた植物が，子孫を残すための生殖成長へと機をみて大きく舵を切る重要なプロセスである．適切な時期に花成を行うことは繁殖戦略において非常に重要で，そのタイミングは周囲からの環境シグナルに応じて厳密に制御されている．ヌクレオポリンを欠損する7種類のシロイヌナズナ変異体（nup58, nup62, nup96, nup136/nup1, nup160, hos1/elys, tpr）10,11,17–28)の共通する表現型として早咲きがあげられる．早咲きとはその名のとおり，栄養成長から生殖成長への相転移が通常よりも早くに起こることである．ヌクレオポリン変異体では花成関連遺伝子の発現量が顕著に変化しており28)，この発現変化が花成シグナル伝達経路に影響を与えると考えられている．
ヌクレオポリンHOS1/ELYSの花成シグナリングにおける機能についてよく研究が進んでいる．植物のHOS1/ELYSは，動物のELYSに保存された領域に加えて，N末端側にE3ユビキチンリガーゼ活性を示す植物特異的な領域がある．LazaroらはHOS1/ELYSはユビキチン化を受けた花成を制御する転写因子CONSTANS（CO）と相互作用し，日中の細胞内でのCO量を調整していることを発見した24)．このことは植物のHOS1/ELYSは核膜孔におけるCOのプロテアソームによる分解を制御する重要な分子であることを示唆している24,29)．一方で，HOS1/ELYSによるクロマチンの構造変化を介した遺伝子発現制御が報告されている30)．花成抑制に働く転写因子であるFLC遺伝子の発現抑制の手段として，ヒストン結合タンパク質FVEおよびヒストン脱アセチル化酵素（HDA6）によるクロマチンサイレンシングがある31)．HOS1/ELYSはHDA6と結合することで，HDA6がFLC遺伝子のクロマチン部位へ集積するのを阻害する．植物にとって低温は花成遅延を引き起こすが，HOS1/ELYSは低温処理によって発現量が上昇し，結果としてFLC遺伝子の発現を誘導して花成を抑制する．したがって，HOS1/ELYSはFLC遺伝子発現を調節するクロマチンリモデリング因子として機能することが考えられる．このような核膜孔を介したクロマチンリモデリングによる遺伝子発現制御は動物32)や酵母33)でも知られており，ヌクレオポリンとクロマチンの相互作用は遺伝子の発現調節において重要なイベントである．花成時期の制御をモデルとして，植物の核膜孔による遺伝子の発現制御機構の解明がさらに進むことが期待される．

5. 植物の発生を制御するエクスポーティン
hasty変異体は植物で最初に報告されたカリオフェリンβファミリーの変異体で，栄養成長の速度が昂進する変異体として単離された34)．hasty変異体は非常に多面的な表現型を示し，茎頂分裂組織のサイズ減少，花成遅延そして稔性低下等が報告されている35)．原因遺伝子HSTの翻訳産物はヒトエクスポーティン5（XPO5）および酵母MSN5のオーソログであり，核膜周縁部に局在することがわかっている35)．hasty変異体の単離に引き続いて，エクスポーティンT（XPOT）を欠くpaused（psd）変異体の単離が二つの独立したグループによりほぼ同時に報告された36–38)．psd変異体はhasty変異体と同様に茎頂分裂組織の構造異常のためにさまざまな発生段階で異常が見つかるが，栄養成長の速度は正常であった．これらの変異体の表現型の違いはHASTYとPSDがそれぞれ異なる積み荷分子の核外輸送に関与することに起因している．Parkらはhasty変異体ではmiRNAの核外輸送に異常があるが，tRNAやsiRNAの輸送は正常に起こることを示している39)．これとは逆に，psd変異体ではtRNA-Tyrのプロセシング不全がみられるが，miRNAの核外輸送は正常であることも報告されている39)．これらの結果はHASTYとPSDは異なる積み荷分子を核外輸送していることと，さまざまな低分子RNA輸送が植物の正常な発生や形態形成に重要な役割を果たしていることを示している．
シロイヌナズナのゲノムには二つのエクスポーティン1（XPO1）遺伝子が存在しており，それぞれXPO1AとXPO1Bと名づけられている40)．両遺伝子産物をそれぞれ単独で欠失した変異体は生存可能であるが，XPO1AとXPO1Bを同時に欠く二重変異体は胚性致死になる．この致死性は雌性配偶体の遺伝子型に依存しており，受精後の胚発生には雄性配偶体のXPO1の活性が重要な役割を果たしていることが報告されている40)．このことは卵細胞における特定の調節因子の核外輸送が，受精後の胚発生に大きな影響を与えていることを示唆している．

6. 植物ホルモンのシグナリング経路におけるインポーティンの役割
脊椎動物のインポーティン7/8のオーソログであるシロイヌナズナSAD2（super sensitive to ABA and drought2）は植物ホルモンおよび環境ストレスシグナリング経路の制御因子として知られている．アブシジン酸は種子休眠，成長抑制および乾燥ストレス応答を誘導する植物ホルモンであるが，sad2変異体はこのアブシジン酸に対して超感受性を示す変異体として単離された41)．したがってSAD2はアブシジン酸応答における負の制御因子の核–細胞質間輸送に関与していると考えられる．アブシジン酸応答だけでなく，Yoshidaらは傷害応答に関与する植物ホルモンであるジャスモン酸への応答がsad2変異体で異常になることを報告した42)．ジャスモン酸はbHLH型転写因子GLABRA3（GL3）を特定の核内構造体へと局在させることで植物の応答反応を誘導するが，sad2変異体ではGL3のこの局在性が失われる．ジャスモン酸に応答したこのGL3の核内局在にSAD2が関与していると考えられる．
Zhaoらは，SAD2によって核内へ運ばれる積み荷分子としてR2R3型転写因子MYB4を同定した43)．SAD2とMYB4が相互作用すること，sad2変異体ではMYB4の核内局在が失われることを報告している．MYB4は紫外線応答における負の制御因子であることから，SAD2は植物を紫外線から防御するための重要な役割を担っていると考えられる．
インポーティンβ1（IMB1）ファミリーに属するシロイヌナズナKPNB1もアブシジン酸シグナリング経路を制御する44)．sad2変異体同様に，kpnb1変異体も種子の発芽期と幼植物体成長期にアブシジン酸超感受性を示す．しかし，sad2は早咲きの表現型とアブシジン酸応答遺伝子の恒常的発現がみられるが41)，kpnb1は遅咲きで遺伝子発現に特に変化はみられない．したがってSAD2とKPNB1は異なる積み荷タンパク質の輸送に関与し，それぞれが独立した経路でアブシジン酸応答を制御していると考えられる．

7. 温度ストレスへの応答
温度変化は植物にとって大きな環境要因の一つである．日周を知り季節を知るために，植物は周りの温度変化を大切な情報源としている．ヌクレオポリンと低温応答に関しては多くの報告がある．低温応答遺伝子の発現量を指標としたスクリーニングで，nup160変異体21)およびhos1/elys22,45)変異体が単離された．nup160変異体は低温応答遺伝子の発現誘導がみられず，低温馴化能を失い，低温ストレス感受性を示す．しかしながら，hos1/elysはこれとはまったく逆の表現型で，低温応答遺伝子の発現量が野生型よりも顕著に高くなる24,26,45)．どちらも核膜孔を構成するヌクレオポリンではあるが，Nup160は低温シグナリングを正に制御するのに対して，HOS1/ELYSは負に制御していることが示唆されている．
低温ストレスに耐性を示し，かつ高温に感受性を示すcryophyte変異体は低温耐性のマスター遺伝子であるCBF2を高発現する46)．この変異体の原因遺伝子は核周縁部に局在するDEADボックス型RNAヘリカーゼLOS4であった．LOS4の酵母オーソログDBP5は，ヌクレオポリンNup159と相互作用をしてmRNAの核外輸送を制御することが知られている47)．したがって，植物のLOS4は核膜孔と協調して低温応答に必須な遺伝子のmRNAの核外輸送に機能しているのかもしれない．
上述したとおり，2種類のシロイヌナズナのエクスポーティンXPO1AとXPO1Bは個体発生においてはそれぞれが冗長的に機能すると考えられていたが，高温への応答にはXPO1A単独で機能することが報告されている．XPO1Aを欠損するheat intorelant 2（hit2）変異体では耐熱性が失われ，連続高温下で培養すると致死になる48)．熱処理は植物細胞内で酸化的ストレスを発生させるが，hit2はこの酸化的ストレスにも顕著な感受性を示した．したがって，XPO1Aは熱ストレスで生じた活性酸素の傷害応答に必要な因子であることが示唆される．通常の生育条件下での個体発生時とは異なり，植物が高温にさらされたときにはXPO1Aは特異的な積み荷分子の輸送を行って植物の生存に寄与していると考えられる．

8. 植物と微生物との相互作用
動物同様，植物も病原微生物を認識すると種々の防御・応答反応を発動して，微生物の増殖と感染拡大を必死で防ぐ．この植物独自の免疫応答システムにも核–細胞質間輸送システムが大きな役割を担っている．Liらは恒常的に免疫反応が活性化したシロイヌナズナsnc1（suppressor of npr1-1, constitutive 1）変異体のサプレッサー（mos変異体）を多数単離している．興味深いことに，それら多くのmos変異体の原因遺伝子が核–細胞質間輸送因子であった．たとえば，MOS3はヌクレオポリンNup9619)を，MOS7はNup8849)をコードしていた．最近になって，同研究グループはMOS14がTNPO3サブファミリーに属するトランスポーティンSRをコードしていることを報告した50)．酵母51)やヒト52)ではトランスポーティンSRはセリン・アルギニンリッチタンパク質の核移行受容体として知られているが，mos14変異体でもmRNAスプライシング因子等のいくつかのセリン・アルギニンリッチタンパク質の核への局在が失われていた．mos14ではアクチンやβチューブリン等のハウスキーピング遺伝子のスプライシングは正常なのに対して，免疫応答に関与する遺伝子のmRNAスプライシングが異常であった．この結果はMOS14に依存した特異的なmRNAスプライシングが，植物の免疫応答における重要なイベントであることを示している．
上記のような正遺伝学的解析に対して，核膜孔構成成分をターゲットとした逆遺伝学的解析も行われている．MOS3をコードするNup96は，進化的に保存されたNup107～160巨大サブコンプレックスに含まれる．Wiermerらはこのサブコンプレックスに含まれる八つのヌクレオポリン欠損変異体を用いて免疫応答能を解析した53)．その結果，Nup96，Nup160そしてSeh1を欠損した変異体のみが免疫応答に異常があることを見いだした．中でもnup160とseh1変異体では，防御シグナリングの下流で発現誘導するEDS1（enhanced disease susceptibility 1）の蓄積異常というユニークな表現型がみられた．これらの結果は，免疫応答においてヌクレオポリンには部分的にオーバーラップした機能と特異的な機能を持ったものがあることを示している．
微生物の中には宿主である植物と相利共生を営むものもる．マメ科植物は根粒菌（細菌）や菌根菌（カビ）と共生関係を結ぶことで，土壌中の栄養分を根に効率的に取り込む術を手に入れた．ところが，マメ科植物ミヤコグサ（Lotus japonicus）のヌクレオポリン（Nup133, Nup75, Seh1）を欠損するそれぞれの変異体ではこのような微生物との共生が破綻する54–56)．根における共生の初期段階においては，植物細胞核周辺部で起きる周期的なカルシウム濃度の増減（カルシウムスパイキング）が重要なシグナルとして働く．しかしながら，これらヌクレオポリン変異体ではこのカルシウムスパイキングがまったく起こらないことから，共生プロセスにおいて核膜孔によるカルシウムイオンの選択的透過の可能性も示唆されている54–56)．

9. おわりに
これまでみてきたように，多くの核—細胞質間輸送の変異体は非常に多面的な表現型を示す．最近になって，MacGregorらはいくつかのヌクレオポリン変異体（nup160, nup107, nua, hos1/elys）では概日リズムの異常を示し，時計遺伝子の発現が変化していることを発見した26)．植物において多くの環境シグナリング経路は概日リズムの制御下におかれていることから，核–細胞質間輸送変異体でみられる表現型は間接的に引き起こされている可能性もある．加えて，nua変異体ではmRNAの蓄積量が増大しており遺伝子発現の広範な変化が予想される27,28)．輸送システムの破綻との直接的関連のある変異体の表現型の探索は今後重要になるに違いない．
高等植物における核–細胞質間輸送の役割の理解は最近になって急速に進んだ．この輸送システムは真核細胞において進化的に保存された分子機構であるが，植物は独自の機能を持った積み荷分子や周りの環境に応じた調整機構を発達させていることが垣間見え始めた．今後は，輸送受容体によって運ばれる積み荷分子の同定とその機能解析がさらに進むことが期待される．
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[image: ]図2 インポーティンβファミリーの分子系統樹

シロイヌナズナ（緑），出芽酵母（赤）およびヒト（黒）のインポーティンβのアミノ酸配列を用いて，Neighbor joining法による分子系統樹を作製した．
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[image: ]図3 インポーティンαファミリーの分子系統樹

シロイヌナズナ（緑），出芽酵母（赤）およびヒト（黒）のインポーティンαのアミノ酸配列を用いて，Neighbor joining法による分子系統樹を作製した．
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[image: ]図1 核膜孔複合体の分子構造

植物，出芽酵母，脊椎動物の各ヌクレオポリン（Nup）をそれぞれのサブコンプレックスでグループ化している．
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