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研究成果の概要（和文）：生物のあらゆる生理機能に必須な化合物であるビタミンB2(リボフラビン)の、植物に
おける調節機構と輸送機構について解析を行った。その結果、我々は植物細胞内のビタミンB2量が種々の環境ス
トレスや植物ホルモンによって増加すること、また細胞内ビタミンB2量を変化させると植物の生育や環境ストレ
ス耐性に影響することを見出した。さらに、植物において初めてビタミンB2輸送体の候補遺伝子を見出した。

研究成果の概要（英文）：We analyzed the regulatory and transport mechanisms of vitamin B2 
(riboflavin), a compound essential for all physiological functions of living organisms, in plants. 
Our findings reveal that the levels of vitamin B2 in plant cells are augmented by various 
environmental stresses and phytohormones. Furthermore, manipulating intracellular vitamin B2 levels 
has been demonstrated to influence plant growth and enhance tolerance to environmental stresses. 
Additionally, we have identified, for the first time, candidate genes for vitamin B2 transporters in
 plants.

研究分野： 植物生理学

キーワード： ビタミンB2　リボフラビン　輸送体　環境ストレス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
我々ヒトはビタミンB2を合成できないため、植物はビタミンB2の重要な供給源の一つです。したがって、本研究
によって見出した植物のビタミンB2の調節機構や輸送体の存在は、植物におけるビタミンB2の生理学的重要性を
初めて明らかにしただけでなく、さらに詳細に解析を行うことで、将来的にはヒトにとって有用な植物の分子育
種などへの応用が期待されます。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
リボフラビン (RF)は、細胞内でそのほとんどが補酵素型であるフラビンモノヌクレオチド 

(FMN)およびフラビンアデニンジヌクレオチド (FAD)として存在している。これらフラビン化合
物は一次代謝を含む多様な代謝系に要求されるため、動植物および微生物を含むすべての生物
のバイアビリティに必須の化合物である。特に高等植物において、フラビン化合物は光合成、呼
吸、脂肪酸代謝などの一次代謝だけでなく、ビタミン B12、B6、C、葉酸など各種ビタミン類の生
合成にも不可欠である。またフラビン化合物は光レセプターや DNA 修復系の補因子としても機
能している。すなわち、フラビン化合物は植物の生理機能の根幹を担っているため、植物細胞内
におけるフラビン化合物レベルは厳密に制御されなければならない。 
 植物において、RF は葉緑体のみで生合
成されるが、RF から FMN および FAD 合成
/分解に関わる酵素群は葉緑体だけでな
く、細胞質においても同定されている 
(図 1)。さらに、それらの合成/分解酵素
はミトコンドリアからも活性レベルで検
出されているが、その詳細は不明である。
一方で、植物のフラビン化合物の輸送系
に関しては、ミトコンドリアにおいて RF
の取り込み、および FAD の排出活性が報
告されているのみである。限定的ではあ
るが、これらの知見から判断して、植物に
おいて RF は葉緑体で合成され、細胞質や
ミトコンドリアに輸送された後に、各オ
ルガネラ独自のFMNやFADの合成/分解系
により代謝されると考えられるが、その調節や輸送機構については全く不明なままである。 
そこで我々は、植物のフラビン化合物の代謝制御に関わる新規因子を同定するために、FAD 処

理後のシロイヌナズナ葉におけるトランスクリプトーム変化を解析し、転写因子関連遺伝子 
(Flavin-responsive transcription factors: FRTFs)を 47 個、輸送体関連遺伝子 (Flavin-
responsive transporters: FRTPs)を 17 個同定した。さらに FRTFs のシロイヌナズナ遺伝子破
壊株について細胞内フラビン化合物レベルを測定した結果、種々の環境ストレス応答に関与す
る転写因子ファミリーに属する FRTF19 の遺伝子破壊株では、RF 合成系遺伝子群の発現と細胞内
フラビン化合物レベルが低下することを見出した。一方、FRTPs に含まれていた輸送体タンパク
質ファミリーについて、RF 要求性の酵母変異株を用いた相補試験を行なった結果、2種類の候補
遺伝子が RF の輸送活性を示すことを見出した。これらのことから、我々が同定した転写因子お
よび輸送体候補遺伝子が、植物のフラビン代謝系調節やフラビン化合物輸送に関与する新規因
子である可能性が極めて高いと考えられた。 
 
 
２．研究の目的 
上述のように、フラビン化合物が動植物および微生物を含むすべての生物の生理機能の根幹

を担っていることから、細胞内フラビン化合物レベルを適切に調節することが生物の様々な機
能の発現/制御に必須であることは明らかである。動植物および微生物において、フラビン化合
物の生合成経路については明らかになりつつあるが、生命にとってごく基本的な化合物である
にもかかわらず、生体内におけるフラビン化合物の合成/分解の調節機構や、輸送機構について
はほとんど不明なままである。したがって本研究では、我々がこれまでに同定した新規の転写因
子とフラビン化合物輸送体候補の生理機能を解析することで、植物における細胞内フラビン化
合物の代謝調節機構とその生理的意義を明らかにすることを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
(1)フラビン化合物代謝調節に関与する新規転写因子 FRTF19 の生理機能解析 
①FRTF19 遺伝子破壊株および過剰発現株におけるフラビン化合物代謝系の解析 
 トランスクリプトーム解析および遺伝子破壊株を用いた解析により同定した FRTF19 は、植物
において乾燥や低温などの様々な環境ストレス応答に関与する転写因子ファミリーに属するが、
その生理機能については全く明らかになっていない。そこで FRTF19 の生理機能について詳細に
解析するために、FRTF19 遺伝子破壊株に加え、FRTF19 の恒常的過剰発現株の作出し、フラビン
化合物代謝系遺伝子群の発現および細胞内フラビン化合物レベルに及ぼす影響について解析を
行う。さらに、FRTF19 と種々の環境ストレスとの関連性を明らかにするために、シロイヌナズ
ナ野生株および FRTF19 遺伝子破壊株を用いて、FRTF19 およびフラビン代謝系遺伝子群の発現の
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【１ 研究目的、研究方法など（つづき）】 
種々の環境ストレスに対する応答性を定量的 RT-PCR 法により解析する。また、種々の環境スト
レスに対する細胞内フラビン化合物レベルの測定を行い、FRTF19 を介した環境ストレスとフラ
ビン代謝系調節との関連性について明らかにする。 
②細胞内フラビン化合物代謝調節の生理的意義 
 上述のように FRTF19 は、環境ストレス応答に関与する転写因子ファミリーの一つであること
から、植物細胞内フラビン化合物レベルが種々の環境ストレス応答に関与する可能性が考えら
れる。そこで、細胞内フラビン化合物が減少している FRTF19 遺伝子破壊株において、その発現
量が低下していた RF 合成系遺伝子 (RibA1, PyrD, COS1, RS)の過剰発現株し、細胞内フラビン
化合物の増加が植物の種々のストレス感受性やストレス応答に及ぼす影響について解析を行う。 
(2)フラビン化合物輸送体の生理機能解析 
①酵母、植物培養細胞を用いたフラビン化合物輸送活性の評価 
 これまでに同定した 2種類のフラビン化合物輸送体候補について、まず酵母を用いて RF や補
酵素型である FMN、FAD の取り込み活性の評価系を確立する。さらに、シロイヌナズナの緑色培
養細胞である T-87 を用いて、同定した PUP 遺伝子の過剰発現細胞を作出し、植物培養細胞を用
いたフラビン化合物輸送活性の評価系を確立する。 
②フラビン輸送体候補シロイヌナズナ PUP の生理機能解析 
 同定した 2種類のフラビン化合物輸送体遺伝子について、細胞内局在性の解析、輸送体候補遺
伝子の破壊株および過剰発現株を用いてその表現型、細胞内および各オルガネラにおけるフラ
ビン化合物レベルについて詳細な解析を行い、植物におけるフラビン化合物輸送体の生理機能
を明らかにする。
 
 
４．研究成果 
(1)フラビン化合物代謝調節に関与する新規転写因子 FRTF19 の生理機能解析 
①FRTF19 遺伝子破壊株および過剰発現株におけるフラビン化合物代謝系の解析 
シロイヌナズナ野生株および frtf19.1 株において、カリフラワーモザイクウイルス (CaMV)

の 35S プロモーター制御下で FRTF19 を過剰発現させた植物体を作出し、FRTF19 が高発現してい
るラインを2種類ずつ選抜した。野生株、frtf19.1株およびFRTF19過剰発現株におけるFRTF19、
RF 合成系遺伝子の発現量および細胞内フラビン化合物レベルを定量した。その結果、過剰発現
株では、野生株と比較して細胞内 RF レベルが有意に増加していた。また、FRTF19 を導入した
frtf19.1 株では、野生株と同程度まで細胞内 RF レベルが回復した。さらに、アブシジン酸 (ABA) 
処理、低温ストレスおよび高温ストレス条件下
における FRTF19 および RF 合成系遺伝子の発現
量の解析を行なった。野生株における FRTF19 と
RF 合成系遺伝子の発現は、ABA 処理および低温
ストレスにより上昇し、それに伴って細胞内 RF
レベルも増加した。一方、frtf19.1 株において
は、RF 合成系遺伝子の発現および細胞内 RF レ
ベルの増加が抑制されていた (図 2)。これらの
ことから FRTF19 はストレス条件下において細
胞内フラビン化合物レベルの調節に関与してい
る可能性が示唆された。このようなストレス応
答性の転写因子を介したフラビンの調節機構に
ついてはこれまでに報告されておらず、これら
の成果は現在論文投稿中である。 
 

②細胞内フラビン化合物代謝調節の生理的意義 
シロイヌナズナにおける RF 合成系遺伝子 

(AtRibA1, PyrD, COS1, RS)の過剰/抑制発現株
を作出し、植物の細胞内フラビン化合物レベル
の変化が植物体に及ぼす影響について解析を
行った。作出した 4 種類の RF 合成系遺伝子過
剰発現株では、それぞれコントロールと比較し
て約 2 倍から 50 倍の導入遺伝子の発現が確認
された。また、過剰発現が確認されたいずれの
株においても、コントロールの2倍以上のRF蓄
積が確認され、特に AtRibA1 過剰発現株ではコ
ントロールの4倍程度のRF蓄積が確認された。
そこで次に、細胞内フラビン化合物レベルの変
化と環境ストレス応答の関連性について調べ
るために、4 種類の RF 合成系遺伝子過剰発現株
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【１ 研究目的、研究方法など（つづき）】 
を用いて、環境ストレス (浸透圧ストレス、塩ストレス、酸化ストレス)感受性を評価した。そ
の結果、AtRibA1 過剰発現株や RS 過剰発現株では浸透圧ストレスや酸化ストレス条件下におい
てコントロールよりも耐性を示す傾向が見られた。したがって、植物細胞内フラビン化合物レベ
ルの増加は、植物の環境ストレス耐性の向上に寄与する可能性が示唆された。これらの成果は細
胞内フラビン蓄積量変化による植物への有用形質の付与や栄養素としてのビタミン B2 高蓄積植
物の分子育種などへの応用が期待される。 
 

(2)フラビン化合物輸送体の生理機能解析 
①酵母、植物培養細胞を用いたフラビン化合物輸送活性の評価 
2 種類のフラビン化合物輸

送体候補の RF 取り込み活性
を評価するために、両遺伝子
を発現させた酵母に RF を添
加し、12 時間後の酵母内 RF
量を定量した結果、両遺伝子
導入株における RF 量は有意
に増加していた。また RF 添
加 2〜6 分後の酵母内RF量の
定量を行った結果、候補遺伝
子 A 導入株では RF 添加２分
後から明らかな酵母内 RF 量
の増加が認められた。一方、
候補遺伝子 B導入株では酵母内 RF 量に変化は見られなかった。以上より、候補遺伝子 Aは酵母
において RF 輸送体として機能することが明らかとなった。さらに、シロイヌナズナ T87 培養細
胞を用いて両候補遺伝子の過剰発現株を作出し、得られた過剰発現株を用いて RF 取り込み活性
を評価した。その結果、RF 添
加 12 時間後の候補遺伝子 A
過剰発現株における細胞内
RF 量は、コントロールと比
較して約 9〜24 倍に増加し
ていた。さらに、同様の条件
で短時間 (RF 添加後 2, 4, 
6分)でのRF取り込み活性に
ついても評価した結果、候
補遺伝子 A 過剰発現株にお
いては RF 添加後 2分から明
らかな細胞内 RF 量の増加が
認められた。このことから、
候補遺伝子 A は植物細胞に
おいて RF 輸送体として機能
することが明らかになった。 
 

②フラビン輸送体候補シロイヌナズナ PUP の生理機能解析 
候補遺伝子 A と GFP 融合タンパク質を用いてシロイヌナズナ葉における細胞内局在性を解析

した結果、候補遺伝子 Aは細胞膜局在であることが明らかになった。さらに、候補遺伝子 Aの組
織特異的発現性を明らかにするために、プロモーターGUS アッセイ行なった。その結果、候補遺
伝子 A は若い茎、蕾中の柱頭、未成熟の長角果及び根において特に強く発現することが示され
た。これまでに、植物におけるビタミン B2 の輸送体に関す知見は皆無であり、本研究で得られ
た成果は世界的に見ても極めて新規性が高く、植物におけるビタミン B2 代謝調節において非常
に重要な知見である。 
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