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研究成果の概要（和文）：イネは、病原菌の感染を防ぐために抗菌性化合物ファイトアレキシンを蓄積する。本
研究では、ファイトアレキシン生産の種内変異（ナチュラルバリエーション）を明らかにした。様々な品種のイ
ネを調べたところ、サクラネチンを蓄積する品種と前駆物質のナリンゲニンを蓄積する品種があった。この違い
をもたらす遺伝子は、生合成遺伝子NOMTであった。サクラネチンは糸状菌に強い抗菌活性を示すが、ナリンゲニ
ンは細菌に強い活性を示す。抗菌活性の違いがケモタイプの進化をもたらしたのかもしれない。もう一つのファ
イトアレキシン、オリザレキシンAにも種内変異があり、その原因遺伝子が生合成遺伝子のKSL10であることもわ
かった。

研究成果の概要（英文）：Rice plant accumulate phytoalexins for preventing of pathogen infection. We 
investigated the natural variation in the accumulation of the flavonoid phytoalexin sakuranetin in 
rice. Among the cultivars from various regions in the world, there were sakuranetin accumulating and
 naringenin accumulating cultivars. Naringenin is the immediate precursor of sakuranetin. The causal
 gene for this difference was the sakuranetin biosynthetic gene NOMT. Sakuranetin showed strong 
antifungal activity, while naringenin showed strong antibacterial activity. This difference in 
antimicrobial activity may be the driving force for the development of different chemotypes. We also
 found the natural variation in the accumulation of the diterpenoid phytoalexin oryzalexin A. The 
causal gene of the different chemotypes was again the biosynthetic gene KSL10.

研究分野：天然物化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
植物は外敵に対する防御のため、さまざまな化学物質を蓄積します。例えば、病原菌が感染するとファイトアレ
キシンと呼ばれる抗菌性物質を蓄積します。イネは20種におよぶファイトアレキシンを蓄積するのですが、品種
によってファイトアレキシンの種類や蓄積量が大きく異なることがわかりました。この結果を利用すれば、交配
育種などの方法でファイトアレキシンの組成を操作することができ、特定の病原菌に強い品種を作り出せると考
えられます。また、異なるファイトアレキシンを蓄積する系統を同時に栽培することで病気の広がりを抑えるこ
とができる可能性が生まれました。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
イネは、世界の人口の約半数を支える穀物である。しかし、その生産は多くの病害の影響を受
け、特に発展途上国での被害は甚大である。そのため、病害に抵抗性を有する品種の開発は常に
重要な課題である。植物は、病原菌が感染すると抗菌性二次代謝産物、ファイトアレキシンを蓄
積する。近年、誘導性二次代謝産物は、植物の抵抗性の発現において重要な因子であることが証
明され始めた。申請者も、生合成阻害剤によってイネの誘導性代謝産物の一つ、セロトニンの蓄
積を抑制すると植物が感染によって大きなダメージを受けることを見出した。このような背景
から、誘導性二次代謝を利用し、植物の抵抗性を増大させることが現実的に想定されるようにな
った。そのための基盤となるのが、種内の様々な系統における二次代謝産物の蓄積量の違い（多
様性）の把握とその原因の同定、そして個々の代謝産物の役割の解明である。代謝産物の蓄積量
に系統による違いあり、その原因が判明していれば、抵抗性と強く関連する化合物を高濃度に蓄
積する形質を別の系統に導入し、抵抗性品種を作出することが可能になると考える。 
 
イネには、フラボノイド型ファイトアレキシンのサクラネチンや、１０種類以上のジテルペン
型ファイトアレキシンが存在する。さらに申請者は、セロトニンや桂皮酸アミド類も病原菌感染
によって誘導されることを見出した。これらの誘導性代謝産物は、それぞれ異なる役割を果して
いる。例えば、セロトニンはごま葉枯れ病菌の感染を抑制するのには重要であるが、いもち病菌
には前駆物質のトリプタミンを蓄積する方がより効果的であることが変異体の解析などから明
らかになった。イネは、抗菌スペクトルが異なる多数の物質を蓄積し、病害から身を守っている
と考えられる。誘導性代謝産物の病害抵抗性おける役割を明確にし、蓄積量を適切に制御すれば、
それぞれの病害に、より適合した抵抗性品種を育成することが可能となる。 
 
また、申請者は、イネの誘導性二次代謝産物の中で、サクラネチンの蓄積を世界の様々な品種
で調べた。図１は、個々の品種におけるサクラネチンとその前駆物質ナリンゲニンの蓄積量をプ
ロットしたものである。イネには、サクラネチンを蓄積する系統に加えナリンゲニンを蓄積する
系統があることが分かった。この違いと、ジャポニカ、インディカといった亜種の違いは関係し
ないが、ナリンゲニンを蓄積する品種は南アジアに偏って存在することも見出した。サクラネチ
ンはナリンゲニンより、いもち病菌に対する抗菌活性が強く、その防御に重要な役割を果たす。
一方、南アジアでは、いもち病とは別のこの地域で重要な病害に対抗するため、ナリンゲニンを
蓄積する性質が選抜されたものと推定された。さらに、サクラネチンを蓄積する品種日本晴とナ
リンゲニンを蓄積する品種カサラースを解析し、ナリンゲニンをサクラネチンに変換する酵素
をコードする遺伝子の発現量の違いが代謝物に違いをもたらすことも突き止めた。蓄積量に目
を向けると、日本晴を遥かにしのぐ量の化合物を蓄積する系統も存在していた。このように、サ
クラネチンとナリンゲニンという限られた化合物に対してではあるが、イネの誘導性二次代謝
には大きな多様性があることを示すとともに、その原因も特定することができた。種内の多様性
は、育種の源泉である。他の誘導性代謝産物についても多様性を明らかにすることが、抵抗性品
種育成の基礎となる。 
 
二次代謝の種内多様性は、世界的にも注目を集めつつある。シロイヌナズナでは、カラシ油配
糖体の種類や量と昆虫による食害との関連が示された。トウモロコシでもベンゾキサジノン類
の蓄積とアブラムシや甲虫に対する抵抗性との関係が明らかにされている。これらの研究は二
次代謝の生体防御における重要性を示すとともに、育種での応用に大きな期待を抱かせる。イネ
でも、二次代謝についての大規模な解析が行われたが、病害抵抗性に関わる誘導性代謝産物を対
象とした研究はなく、本研究は、今まさに取り組むべき重要な課題である。 
 
２．研究の目的 
これまでの研究成果は、イネの誘導性二次代謝全体にも大きな変異が存在することを示唆して
いる。そこで、本研究では、誘導性二次代謝の種内での多様性を把握した上で、その多様性をも
たらす原因を究明する。さらに、個々の代謝産物が病原菌との相互作用においてどのような意味
をもつのかを明らかにし、抵抗性品種開発への端緒とする。具体的には以下の実験を実施する。 
 
① 多様な系統を用いて誘導性代謝産物の蓄積量を調べる。② 大きな種内変異があることが分
かったサクラネチンも含め、代謝産物の病害抵抗性における役割を解明する。蓄積量が異なる系
統の地理的分布も役割の解明の手がかりとする。③ 代謝産物に多様性をもたらす原因遺伝子を
特定する。④ 特定した原因遺伝子を導入して代謝産物を高濃度に蓄積させた組換え植物をモデ
ルとして、病害抵抗性を調べ、二次代謝を利用した抵抗性付与の有効性を確認する。 
 
３．研究の方法 
（１）植物材料 
農業生物資源ジーンバンクの世界のイネコアコレクション（WRC）、国立遺伝学研究所の野生イ
ネ（Oryza rufipogon）保存系統を実験に使用した。 
 
 



（２）誘導性二次代謝産物の分析 
フラボノイド型ファイトアレキシンであるサクラネチン、およびナリンゲニン、ジテルペン型
ファイトアレキシンであるオリザレキシン A をの標品を用いて、LC-MS/MS によるマルチプルリ
アクションモニタリングの条件を最適化した。オリザレキシン A は、イネの紫外線で処理した
葉から抽出・調製した。 
 
（３）ジャスモン酸（JA）処理と抽出物の分析 
二次代謝産物の誘導には JA を用いる。一定時間、JA 溶液に葉を浮かべた後、メタノールで抽
出する。HPLC と LC-MS/MS のマルチプルリアクションモニタリングにより分析し、品種ごとの
誘導性代謝産物の組成の違いを明らかにする。 
 
（４）抗菌活性の測定 
ごま葉枯病菌（Bipolaris oryzae）やいもち病菌（Pyricularia oryzae）などの糸状菌と、白
葉枯病菌（Xanthomonas oyrzae）などの細菌に対する抗菌活性を調べた。糸状菌の場合には胞子
発芽阻害と菌糸の伸長阻害を、細菌の場合には培地中での増殖阻害を指標に活性を評価した。 
 
（５）QTL 解析による原因遺伝子の推定 
日本晴とカサラースから作出された組換え自殖系統群（RILs）や染色体断片置換系統群（CSSLs）
を用いて、誘導性代謝産物の蓄積量を測定して量的遺伝子座（QTL）解析を行い、代謝物の蓄積
量に変異をもたらす染色体領域を特定した。さらに、ゲノム情報を活用して NOMT および LSL10
がファイトアレキシンの組成に影響をもたらす原因遺伝子であると推定した。 
これらの遺伝子について、リアルタイム PCR 法により遺伝子の発現量を調べた。また、大腸菌
を用いて組換えタンパク質を調製する。逆転写反応により候補遺伝子の完全長 cDNA 配列を取得
し、種々の発現ベクターに組み込む。大腸菌発現系から得られた組換えタンパク質を用いて、酵
素活性の測定を行った。 
 
４．研究成果 
（１）イネにおけるフラボノイド型ファイトアレキシン、サクラネチンの蓄積に関する種内多様
性 
日本晴はサクラネチンを高濃度に蓄積するが、カサラスはサクラネチンをあまり蓄積しないこ
とがわかった。サクラネチンはナリンゲニンから naringenin-7-O-methyltransferase（NOMT）
によって生合成される。本研究では、イネの様々な品種を対象にサクラネチンの蓄積量に関する
多様性を明らかにした上で、その原因を追求した。 
 
農業生物資源ジーンバンクから分譲された世界のイネ・コアコレクションを植物材料に用いた。
播種後 14日目の幼苗から得た第 3葉の切片を 1 mM のジャスモン酸（JA）溶液に浮かべ、JA処
理とした。一定時間後、80％メタノールで抽出し、サクラネチンとナリンゲニンを LC-MS/MS で
定量した。一方、葉を緩衝液中で磨砕して調製した粗酵素を用いて、S-アデノシルメチオニンと
ナリンゲニンを反応させ、NOMT 活性を測定した。NOMT 転写産物の蓄積量は、定量的 RT-PCR によ
り測定した。日本晴およびカサラス由来の NOMT 遺伝子を大腸菌に発現させ、組換え NOMT を調製
し、NOMT 活性を測定した。 
 
世界のイネ・コアコレクション 69品種の第３葉を JAで処理し、サクラネチンの蓄積量を測定
した。サクラネチンを多く蓄積する品種、ナリンゲニンを多く蓄積する品種、どちらも蓄積しな
い品種が存在した。サクラネチンを多く蓄積する品種では、NOMT 活性が高く、NOMT 遺伝子の発
現量も大きいことがわかった。一方、ナリンゲニンを多く蓄積する品種では、NOMT 活性はほと
んど検出されず、NOMT 遺伝子の発現量も低レベルであった。続いて、NOMT 遺伝子を大腸菌で発
現させ、組換え NOMT タンパク質を調製し、酵素活性を測定した。カサラース由来の NOMT は日本
晴由来の NOMT と比較して kcatが約 10 分の 1 であった。これらの結果から、NOMT 遺伝子の発現
量と NOMT の酵素活性の両方がサクラネチンの蓄積に関する種内多様性に関わっていると推定さ
れた。 
 
サクラネチンをあまり蓄積しないカサラスにおいて、NOMT 遺伝子の酵素機能の低下をもたらす
アミノ酸変異を同定した。カサラス型 NOMT では、日本晴型 NOMT の 132番目の Proが Thrに変
異しており、その結果、kcatが大きく低下するとともに S-アデノシルメチオニンに対する Km が
増大することがわかった。 
 
さらに世界のイネコアコレクションと O.rufipogon の複数の系統を用いて NOMT 遺伝子のイン
トロンの塩基配列を決定し、系統樹を作成した。その結果、サクラネチンを蓄積しない形質を示
す、イネから得られた NOMT 遺伝子は２つのクラスターを形成した。この結果から、イネの栽培
化以降、サクラネチンを蓄積しない形質は少なくとも２度進化したことが示唆された。 
 



ナリンゲニンとサクラネチン
の様々な病原菌に対する抗菌活
性を比較した。その結果、ナリン
ゲニンは、白葉病菌や籾枯細菌
病菌に対して、サクラネチンよ
り強い抗菌活性を示した。一方
でサクラネチンは、いもち病菌
や馬鹿苗病菌などについて、ナ
リンゲニンより強い活性を示し
た。したがって、サクラネチンの
蓄積を欠損し、ナリンゲニンを
蓄積する形質は、イネの細菌病
に対する適応である可能性が示
唆された。実際熱帯アジアでは、
白葉枯病菌がイネのもっとも深
刻な病害である。図１にサクラ
ネチン非蓄積系統の進化を模式
的に表す。 
       
（２）イネにおけるジテルペノイド型ファイトアレキシンの蓄積に関するナチュラルバリエー
ション 
世界のイネ・コアコレクションを用いた分析から、サクラネチン、モミラクトン類およびオリ
ザレキシン類の蓄積に種内多様性が存在することを見出された。そこで、テルペノイド型ファイ
トアレキシンの一つであるオリザレキシン A に着目し、オリザレキシン A を蓄積する品種と蓄
積しない品種が存在する原因を明らかにすることを目的とした。 
 
オリザレキシン Aを蓄積する日本晴と蓄積しないカサラース、これらの品種から作出された染
色体断片置換系統と戻し交雑自殖系統、農業生物資源ジーンバンクから分譲された世界のイネ・
コアコレクションを用いて実験を行った。ファイトアレキシンの蓄積を誘導するために、それぞ
れの系統を播種後 14 日間生育させた後、第三葉に 10 分間紫外線を照射した。さらに 72時間イ
ンキュベートした後、80％メタノールで抽出し、オリザレキシン Aを LC-MS/MS を用いて定量し
た。また、紫外線照射 24 時間後にオリザレキシン生合成遺伝子の転写産物蓄積量を定量的 RT-
PCR により測定した。 
 
染色体断片置換系統、および戻し交雑自殖系統を使用したマッピングの結果、12番染色体長腕
上にオリザレキシン A の蓄積量に大きな影響を及ぼす領域が見出された。この領域には ent-
sandaracopimara-8(14),15-diene synthase をコードする KSL10 が座上していた。KSL10 は、オ
リザレキシン類の生合成に関与する酵素遺伝子である。そこで、日本晴とカサラースの幼苗に紫
外線照射し KSL10 の発現量を調べた。日本晴では、紫外線照射による KSL10 転写産物の顕著な増
加が見られたが、カサラースでは
転写産物の蓄積は検出されなか
った。続いて、世界のイネ・コア
コレクションを用いて紫外線を
照射した葉におけるオリザレキ
シン A と KSL10 転写産物の蓄積
量を調べた。オリザレキシン Aを
蓄積する系統では KSL10 転写産
物の蓄積が認められたのに対し、
オリザレキシン A を蓄積しない
系統では KSL10 転写産物は検出
できなかった。以上の結果から、
KSL10の発現の有無がオリザレキ
シン A の蓄積を決定しているこ
とが明らかになった（図２）。 

図２ オリザレキシン Aの欠損は 
KSL10の発現低下の結果である 

図１ サクラネチン非蓄積系統の進化 
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