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研究成果の概要（和文）：リボフラビントランスポータRFVT遺伝子欠損における病態生理の解明を目指して、in vivo
やin vitro実験系を用いた解析を行った。その結果、マウスおよび培養細胞を用いた検討から、RFVT2は小腸下部に高
発現し腸上皮細胞内への取り込みを媒介することを明示した。さらに、海外研究者との共同研究により、既報のRFVT3
変異に加えて、RFVT2の機能低下がBrown-Vialetto-Van Laere syndrome (BVVLS)発症の原因になる可能性を示した。こ
れらの成果は、BVVLSの病態生理に関する基礎的情報を得られ、治療法開発に大きく貢献したと考える。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we carried out in vitro, in vivo and clinical 
investigations in order to clarify the pathology of riboflavin transporter (RFVT) deficiency. The data 
using the mice and culture cells showed that RFVT2 is expressed in the small intestine and mediates the 
uptake of riboflavin into intestinal epithelial cells. In addition, in the collaboration with foreign 
groups, it was suggested that the deficiency of RFVT2 as well as RFVT3 causes Brown-Vialetto-Van Laere 
syndrome (BVVLS). These results can help to clarify the pathology and develop the therapeutic strategy 
for BVVLS.

研究分野： 医療薬剤学

キーワード： 薬学　薬理学　薬物動態学　リボフラビン　トランスポータ
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 リボフラビン(ビタミン B2)は橙黄色の水
溶性ビタミンであり、糖、脂質、アミノ酸の
代謝やミトコンドリアにおける電子伝達反
応において重要な役割を果たし、細胞の機能
維持に必須の化合物である。一方、哺乳類で
はリボフラビンの生合成経路を持たないた
めに、体外からの補充と体内における恒常性
維持が生体機能に重要である。2008 年に、
研究代表者らは哺乳類で初のリボフラビン
輸送体となるリボフラビントランスポータ
RFVT1(RFT1)の分子実体の同定に成功した。
バクテリアでこれまでに報告されているリ
ボフラビントランスポータとは全く異なっ
た構造を示すこと、これまでに同定された哺
乳類の他のトランスポータとの相同性を示
さないことから、新規トランスポータファミ
リーに属するリボフラビン輸送体である。翌
年に、RFVT1 のホモログとして小腸に高発
現する RFVT3(RFT2)が同定された。さらに、
我々は幅広い組織分布を示すRFT3を同定し
た。 
 Multiple Acyl-CoA Dehydrogenase 
Deficiency (MADD; OMIM#231680) （別
名：グルタル酸尿症 2 型）は脂肪酸β酸化異
常によりエネルギー生成不全を引き起こす
疾患である。低血糖、アシドーシス、高脂肪
酸血漿を呈し、新生児期に発症する重症型で
は死亡するケースが多い。原因遺伝子として、
FADH から電子伝達系へ電子を受け渡す
ETF や ETFDH の多型が同定されているが、
これら遺伝子変異に関連しない MADD 症例
も 存 在 す る 。 2010 年 に 申 請 者 は 、
Christodoulou らと、ETF や ETFDH に変異
の認められない新生児リボフラビン反応性
MADD 患者の母親に、RFVT1 の遺伝子変異
があることを症例報告した。RFVT1 は胎盤
に最も高発現することから、母親の RFVT1
遺伝子欠損により、母親からの胎児へのリボ
フラビン供給不全が原因で胎児のリボフラ
ビン欠乏が生じたと考えられる。また、リボ
フラビン欠乏状態でも MADD 症状を呈する
ことが、モデル動物で報告されている。以上
より、RFT の機能異常が MADD の原因とな
ることが強く推察される。 
 Brown-Vialetto-Van Laere syndrome 
(BVVL; OMIM#211530)は筋緊張低下や呼吸
不全を引き起こす疾患である。乳児期に発症
し死亡、もしくは予後が悪く進行性の橋・延
髄麻痺や難聴を併発する。2011 年に、BVVL
の患者で RFVT3 の遺伝子変異が発見されて
いる。また、リボフラビンの投与によって一
部症状が改善する症例も示されている。 
 しかし、RFVT の遺伝子変異によるリボフ
ラビン欠乏によって異なった疾患を発症す
る理由、すなわち、RFVT 遺伝子変異による
病態生理については明らかになっていない。
また遺伝子変異による RFT のリボフラビン
輸送機能への影響は不明である。 
 以上より、ヒトにおいて少なくとも 3 種の

リボフラビントランスポータが発現してい
ることが判明し、リボフラビンの体内恒常性
維持機構の解明とリボフラビン欠損症の診
断法および治療法の開発へと繋がることが
期待される。 
 
２．研究の目的 
 臨床症例報告に基づいた RFVT 遺伝子欠
損における病態生理の解明と治療法の開発
を目指して、in vivo や in vitro 実験系を用い
た解析を行う。本研究成果は、MADD や
BVVL に対し、遺伝子診断と早期治療法 
の確立に繋がること期待されるとともに、各
種栄養素トランスポータ機能欠損症に対し
ても有効な治療戦略の開発に応用できると
考えられる。 
 
３．研究の方法 
①RFVT ノックアウトマウスの作製 
 世界では全遺伝子を標的とした大規模ノ
ックアウトマウス計画によってノックアウ
トマウスの提供体制が確立されつつある。国
際的なマウスデータベース IMSR を用いたノ
ッ ク ア ウ ト マ ウ ス 検 索 の 結 果 、 KOMP 
Repository（https://www.komp.org/）にお
いて KO マウスが登録されている。 
 
② RFVT ノックアウトマウスにおけるリボフ
ラビン動態解析 
 [3H]リボフラビンを KO マウスに、小腸内
投与、静脈内投与を行い、リボフラビンの吸
収・分布・排泄における RFT の役割を評価す
る。また、HPLC を用いたリボフラビンの測定
系を用いて、KO マウスにおける内因性リボフ
ラビン濃度も評価し、病態との関連を精査す
る。 
 
③RFVT KO マウスの病態生理学的解析 
 RFVT へテロ KO マウス同士の交配により、
誕生する仔の遺伝子型を判定し、メンデルの
法則に従うか検討する。また、RFVT KO マウ
スの体重変化や生化学的検査値等の基礎的
な情報を得る。さらに、既に作製済みの RFT
抗体を用いて、発現量変化や局在の確認を行
う。また、MADD の発症には尿中脂肪酸濃度が
鋭敏なマーカーとなることから、GC/MS を用
いて評価する。 
 
④RFVT SNP の機能解析 
 RFVT1 は、以前報告した ETF や ETFDH 遺伝
子非依存型リボフラビン反応性MADD患者（新
生児）およびその母親における遺伝子多型や
GenBank 登録の変異を含めて 6 個、RFVT3 は
BVVL患者における変異やGenBank登録の変異
19 個、RFVT2 は GenBank 登録の 3個の遺伝子
多型が知られている。これら変異における機
能変化は明らかにされていないため、in 
vitro 発現系を用いて遺伝子多型の機能解析
を 行 う 。 す な わ ち 、 QuikChange® II 
Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent 



Technologies)を用いて既にクローニングし
た RFVT1、RFVT2、RFVT3 に変異を導入し、既
に構築済みの培養細胞発現系を用いて、リボ
フラビン輸送活性に及ぼす遺伝子多型の影
響について検討を行う。 
 
 
４．研究成果 
【平成 24 年度】 
 研究計画初年度には、リボフラビン動態解
析における RFVT の役割および RFVT SNP の機
能解析を行い以下の成果を得た。 
 T84 細胞の頂側膜における[3H]リボフラビ
ン取り込み活性は、細胞外 pH の上昇に伴っ
て減少し、細胞外 Na+に非依存的であった。
これらの輸送特性はRFVT3の機能的特徴と酷
似していた。また、頂側膜側からの[3H]リボ
フラビン取り込み量は、RFVT3 阻害剤である
メチレンブルーの共存により顕著に低下し
た。T84 細胞に RFVT3-siRNA を導入したとこ
ろ、同様に頂側膜を介した[3H]リボフラビン
取り込み量は有意に低下した。さらに、マウ
ス小腸における[3H]リボフラビンの膜透過
性は、メチレンブルーの共存により有意に低
下した。以上のことから、RFVT3 がリボフラ
ビンの腸管吸収に関与していることが示唆
された。 
 BVVL 患者において RFVT2 の遺伝子多型が 2
個、RFVT3 の多型が 12 個報告されており、In 
vitro 発現系を用いて遺伝子多型の機能解析
を 行 っ た 。 す な わ ち 、 QuikChange II 
Site-Directed Mutagenesis Kit を用いて、
既にクローニングした RFVT2、RFVT3 に変異
を導入し、リボフラビン輸送活性に及ぼす遺
伝子多型の影響について検討を行った。その
結果、患者の重症度に対応した多型による機
能低下が観察され、病態発現と RFVT 機能の
関連が示唆された。 
 なお、昨年度 RFT は HUGO database に遺伝
子名 SLC52A、タンパク名 RFVT として登録さ
れた。そのため計画書では RFT1,2,3 と記載
したものを RFVT1,3,2 と変更した 
 

 
【平成 2５年度】 
 RFVT2 および RFVT3 の生理的役割について
培養細胞及びマウスを用いた検討を行った。
RFVT2 は小腸下部に高発現し腸上皮細胞内へ

の取り込みを媒介することを明示した。また、
RFVT3 は幅広い臓器に発現することから、今
回は肝臓をモデル細胞として検討した。その 
結果、肝臓へのリボフラビン取り込みに大き
く寄与し、血中濃度低下により発現が誘導さ
れるなど、組織内のリボフラビン濃度の恒常 
性維持に寄与することが明らかとなった。 
 さらに、海外研究者との共同研究により
Brown-Vialetto-Van Laere syndrome (BVVLS)
患者１８名（１３家族）の遺伝子解析および 
変異の機能解析を実施し、RFVT2 の機能低下
が BVVLS 発症の原因になる可能性を示した。
また、高用量のリボフラビン投与により症状
の完全が見られ、有効な治療法に繋がると期
待された。 
 
【平成 26 年度】 
 最終年度には、これまでに得られた患者情
報ならびに培養細胞を用いた RFVT の機能解
析の結果に基づき、動物を用いた病態生理学
的解析を実施した。RFVT 機能欠損マウスにお
い て Brown-Vialetto-Van Laere 
Syndrome(BVVLS)患者と臨床症状と合致する
検査所見が観察された。さらに、ある薬物 A
によってこれらが回復することを確認した。
本研究成果は、本モデルマウスが BVVLS のモ
デル動物になることを示すとともに、治療法
開発に大きく貢献するものと考える。 
 研究期間全体を通じで、培養細胞、実験動
物、患者情報を組み合わせて、BVVLS の病態
生理に関する基礎的情報を得られ、治療法開
発に大きく貢献したと考える。特に、既報の
RFVT3/SLC52A3 変異に加えて、RFVT2/SLC52A2
の変異についてもBVVLS症状を示す症例を報
告した。RFVT2 遺伝子変異患者においては、
RFVT3 の場合と異なりリボフラビンの血中濃
度低下をほとんど示さない特徴を示すこと
から、OMIN の登録についても新しい分類がな
され、BVVLS2; OMIM#614707 が新たに登録さ
れた。 
 今後、本研究で作成したモデル動物につい
て論文報告をするとともに、病態生理の解明
と治療法の開発につなげる予定である。 
 

 
 
 
 

RFVT機能欠損によるBVVLS発症 

SLC52A2のミスセンス変異によって、血漿中から各組織へのhRFT3を介し
たリボフラビン輸送が低下した  

?? 

hRFVT3(hRFT2)/SLC52A3機能低下 
→血中フラビン濃度が低下する  

hRFVT2(hRFT3)/SLC52A2機能低下 
→血中フラビン濃度は正常のまま  

BVVLS1 (OMIM: 211530) BVVLS2 (OMIM: 614707) 

BVVLS患者から 検出さ れたRFVT遺伝子変異 

hRFVT2  

hRFVT3  

・ W 1 7 R 
・ P2 8 T 
・ E3 6 K 
・ E7 1 K 
・ E7 1 X 
・ R13 2 W  
・ Y2 13 X 
・ F2 24 L 
・ L3 5 0 M  
・ V4 1 3A  
・ L4 4 2 RfsX35  
・ F4 57 L 

・ W 3 1 S 
・ Q23 4 X 
・ A28 4 D 
・ Y3 05 C 
・ G3 06 R 
・ L3 1 2 P 
・ L3 3 9 P 
・ A42 0 T 
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