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研究成果の概要（和文）：ビタミンB2であるリボフラビンを前駆体とするFADやFMNは、生物のあらゆる生理機能
の根幹に関わる補酵素であるため、細胞内レベルは恒常的に維持されている。しかし、その合成/分解系制御の
分子機構や輸送機構については全く不明である。そこで我々は、トランスクリプトーム解析により細胞内FADレ
ベル変化に応答して発現変動する転写因子および輸送体をコードする遺伝子を見出した。さらにこれら遺伝子に
ついて、各遺伝子の破壊株を用いた解析や、酵母を用いた輸送体遺伝子のスクリーニングを行い、植物のビタミ
ンB2代謝調節に関与する転写因子を1つ、植物のビタミンB2輸送体候補遺伝子を2つ同定した。

研究成果の概要（英文）：Riboflavin (RF) and its cofactors (FMN and FAD) are essential molecules for 
vital metabolic processes in all organisms. Thus, the flavin metabolism must be tightly regulated in
 the cells. We previously reported that the intracellular flavin levels were tightly maintained by 
the enzymes involved in their synthesis and degradation in Arabidopsis. However, information of 
regulatory factors participated in the flavin homeostasis and transporters in each organelle is 
mostly limited. Recently, we tried to identify novel factors involved in the flavin metabolism by a 
transcriptome analysis after exogenous FAD treatment. We obtained candidate genes encoding 
transcription factors and transporters. Furthermore, we demonstrated the analysis using disrupted 
mutant plants of each gene and screening of transporter genes using yeast mutant. We identified one 
transcription factor involved in the regulation of flavin metabolism and two flavin transporter 
genes, respectively.

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　補酵素　転写因子　輸送体

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ビタミンB2は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、細胞内ビタミン
B2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。ビタミンB2
は、すべての生物にとってごく基本的な化合物であるにもかかわらず、生体内におけるビタミンB2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、本研究で得られた植物ビタミンB2
の新規調節因子と輸送体に関する成果は、植物のビタミンB2の輸送や調節機構を初めて明らかにするだけでな
く、すべての生物におけるビタミンB2代謝調節機構に関する新たな基盤情報をもたらす。

※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、近年
ではフラビン化合物自身がシグナルとして植物のホルモン応答にも関与することが明らかにな
ってきている。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 (図 1)。これまでに我々は、FAD などの外
部添加による細胞内フラビン化合物レベル
の変化により、多くのフラビン合成/分解酵素
遺伝子の発現が変動し、余剰な FAD や FMN
は RF まで分解されることを見出した。すな
わち、フラビン代謝系のフィードバック制御
を介して、細胞内フラビン化合物レベルの恒
常性が維持されていると考えられた。この様
なフラビン化合物の恒常性維持には転写因
子による発現制御やオルガネラ間のフラビ
ン化合物の輸送系が共役して関わっている
と予想されるが、上述のようにそれらの実体
は不明なままである (図 1)。 
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た。その結果、FAD 処
理により発現量が 2 倍以上および 0.5 倍以下に増減した遺伝子群から、トランスポーター関連
遺伝子 (FAD-responsive transporters: FRTPs)を 17 個、転写因子関連遺伝子 (FAD-responsive 
transcription factors: FRTFs)を 47 個同定した。FRTPs には、大腸菌のフラビントランスポー
ターが属する Multidrug And Toxic Compoud Extrusion (MATE)ファミリーや、シロイヌナズ
ナのビタミン B6トランスポーターである Purine Permeases 1 (PUP1)のホモログが含まれてい
た。一方 FRTFs には、MYB, bZIP, bHLH などの主要転写因子が多く含まれていた。これらの
ことから、FRTPs や FRTFs には植物のフラビン化合物輸送体やフラビン代謝系調節に関与す
る新規因子が含まれる可能性が高いと考えられた。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、FRTPs および FRTFs 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を明らかにすることを目的とする。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、本研究で対象としている植物細胞内フラビン化合物レ
ベルに応答して発現変動する FRTPs および FRTFs の生理機能解析から得られる成果は、植物
におけるフラビン化合物の輸送や調節機構を初めて明らかにするだけでなく、すべての生物に
おけるフラビン化合物代謝調節機構に関する新たな基盤情報となる。さらに、将来的には細胞内
フラビン化合物レベルの調節を介した植物の様々な代謝系の制御や、栄養素としてのリボフラ
ビンの高蓄積など、様々な有用形質を有する作物の分子育種技術に重要な知見をもたらす。 
３．研究の方法 



 本研究では、植物細胞内におけるフラビン化合物の代謝調節機構を包括的に理解することを
目的として、大きく分けて以下の 2つの項目について研究を行なった。 
 
(1) フラビン応答性転写因子 (FRTFs)がフラビン化合物代謝系制御に果たす役割 
 FRTFs とフラビン代謝系の制御との関連性を明らかにするために、各 FRTF のシロイヌナズナ
遺伝子破壊株を単離し、それらの細胞内フラビン化合物レベルおよびフラビン代謝系関連遺伝
子群の発現量を解析することで、フラビン代謝系調節に関与する転写因子候補のスクリーニン
グを行った。さらに単離した候補遺伝子についてはエストロゲン誘導型の一過的過剰発現株を
用いて解析を行った。 
 
(2) フラビン化合物輸送体の同定と生理機能解析 
 これまでに植物におけるフラビン化合物輸送体に関する知見は皆無である。一方、大腸菌や酵
母などの微生物においては、RF 生合成遺伝子を欠損した RF 要求株を用いた相補試験によりフラ
ビン輸送体が同定されている。これらの RF 要求株は、外部から高濃度のフラビン化合物を添加
しなければ生育できないが、RF輸送体を発現させることにより、低濃度の RF 添加培地でも生育
可能となる。そこで、酵母の RF 要求株を作製し、FRTPs およびそのホモログなどの候補遺伝子
を発現させ、低濃度のフラビン化合物を含む培地における生育の可否を判定することで、フラビ
ン化合物輸送体のスクリーニングを行なった。 
 
 
４．研究成果 
(1) フラビン応答性転写因子 (FRTFs)がフラビン化合物代謝系制御に果たす役割 
 これまでに同定した47個の FRTFsのう
ち19種類についてシロイヌナズナ遺伝子
破壊株を単離した。そこで得られた FRTF
遺伝子破壊株 (frtf1〜19.1)を用いて、
通常条件下 (100 µmol photons/m2/s, 明
期16時間、暗期8時間, 22℃, 湿度50%)、
1/2MS 培地で 2 週間生育させた 2 週齢の
植物体の地上部を光照射 4 時間後に回収
し、細胞内フラビン化合物レベルをした。
その結果、野生株と比較していくつかの
変異体においてフラビン化合物レベル変
化が見られたが、それらの中で、frtf19.1
株のフラビン化合物レベルの変化は最も
顕著であり、FAD、FMN、RF はそれぞれ野
生株の 87%、57%、51% にまで減少してい
た (図 2)。 
 
 
そこで次に、frtf19.1 株のフラビン代

謝系遺伝子群の発現を解析した。通常条
件下、1/2MS 培地で 2週間生育させた植物
体における、既知のフラビン代謝系遺伝
子群の発現量を定量的RT-PCRにより解析
した。その結果、野生株と比較して
frtf19.1 株 で は RF 合 成 に 関 わ る
AtRibA1、PyrD、PyrR、COS1、さらに FMN
合成/分解に関与するAtFMN/FHyの発現量
が減少していた (図 3)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
さらに FRTF19 について詳細に解析するために、エストロゲン (ES)誘導型一過的過剰発現株

を用いた。この植物体では、恒常的に発現している XVE キメラ転写因子が ES と結合することこ



とで活性化され下流遺伝子の発現を
誘導するため、ES を処理することの
より任意の遺伝子を一過的に発現誘
導することができる。ABRC より入手
した FRTF19  ES 誘導型一過的過剰
発現株について、ES処理後の FRTF19
の発現量を解析した。FRTF19 ES 誘
導型一過的過剰発現株を通常条件
下、1/2MS 培地で 2 週間生育させた
後、2 µM の ES または DMSO (Mock)
添加培地に移植し、0, 3, 6, 12, 24, 
48 時間後の植物体を回収し、定量的
RT-PCR を行なった結果、ES 処理後、
経時的に FRTF19 の発現量の増加が
認められた (図 4A)。また同様に RF
合成系遺伝子の発現量の解析を行な
った結果、FRTF19 の発現量の増加に
伴った発現量の増加が認められた 
(図 4A)。さらにこのときの細胞内フ
ラビン化合物レベルは RF 合成系遺
伝子群の発現量の増加と同様に増加
していた (図 4B)。以上の結果から、
同定した FRTF19 は植物におけるフ
ラビン化合物の生合成を直接的もし
くは間接的に正に制御する転写因子
であることが示された。このように
植物のフラビン化合物代謝調節に関
与する転写因子に関する知見はほと
んどなく、同定した FRTF19 の新規性は極めて高いことからも、今後さらなる解析を進めている。 
 
(2) フラビン化合物輸送体の同定と生理機能解析 
出芽酵母の RF生合成に必須な RIB4, RIB5 遺伝子を欠損した RF 要求株の作出を試みた。カナ

マイシン耐性遺伝子を増幅し、酢酸リチウム法により出芽酵母に形質転換することで RF 合成系
遺伝子破壊株 (Δrib4, Δrib5)を作出した。形質転換後得られたコロニーを、RF (20 mg/L)を
含む最少培地と RF を含まない最少培地に植菌した結果、RF 非添加培地では Δrib4、Δrib5 株
の生育阻害が確認された。そこで、得られたこれらの株にトランスクリプトームにより同定した
17 個のフラビン化合物輸送体候補遺伝子 (FRTPs)を形質転換し、低濃度 RF添加培地を用いてス
クリーニングを行なった結果、残念ながら FRTPs の中で生育の回復を示す遺伝子は得られなか
った。そこで我々は、FRTPs に含まれていた Purine permease に注目した。Purine permease （PUP）
は、植物において細胞膜局在型のトランスポーターであり、アデニン、サイトカイニン、カフェ
インなどのヌクレオチド塩基とその誘導体やプリン骨格を有する基質の輸送を行なうタンパク
質ファミリーである。シロイヌナズナにおいて、PUP は 21 種類存在し、その多くが細胞膜局在
であることが予想されている。それらの中には、サイトカイニンのトランスポーターとして
AtPUP14、ピリドキシン（ビタミンB6）やアデニンのトランスポーターとしてAtPUP1およびAtPUP2
が同定されている。しかしながら、多くの PUP の基質や生理機能については未だ不明であり、こ
れまでに同定された基質と同様にプリン骨格を有するフラビン化合物も、PUP の新規基質となる
可能性が考えられた。 
そこで、シロイヌナズナに存在する全

ての PUP 遺伝子のクローニングを行い、
上述の RF 要求性酵母へ形質転換を行
い、低濃度 RF添加培地で生育可能かど
うか検討を行なった。その結果、2 種類
の遺伝子導入株について、低濃度 RF 添
加培地でも生育可能であった (図 5)。
したがって、これらの遺伝子は植物におけるフラビン化合物輸送体である可能性が示唆された。
これまでに植物におけるフラビン化合物輸送体に関する知見はほとんどなく、輸送体遺伝子も
未同定のままである。したがって、今回得られた結果は国内外を含めて極めて新規性が高く、現
在これらの生理機能について詳細に解析を進めている。 
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