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研究成果の概要（和文）：アスパラガス連作障害の原因を探索するために、無菌的生物検定系を

開発し、そこで得られるアレロパシー活性を増強する手法を作出することで、実生の根系から

放出される物質群を含む無菌浸出液の分析効率を高めた。無菌浸出液中には多量の塩類が含ま

れており、アスパラガスの肥培管理が連作障害の一要因になっていることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：An aseptic bioassay system to estimate allelopathy in asparagus 

seedlings was established. Allelopathic activities were accelerated by irradiating the seedlings 

with light-emitting diodes (LEDs) prior to performing the aseptic bioassay. There were large 

quantity of inorganic salts in the aseptic exudates, therefore it was suggested that nutrient 

management practice for asparagus plant would be one of the factor for a replant problem. 
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１．研究開始当初の背景 
 アスパラガスは春季から夏季にかけて収穫さ
れる重要な野菜である。多年性であるアスパラ
ガスは、一度定植されると数年間、長い場合に
は 10 年以上栽培が続けられる。栽培年数が長
期にわたり株の老化が進むと、収穫量が減少す

る。そこで、株を更新して改植を行った場合、前
作と比較して収量が７割程度まで減収すると
いった状況が国内の産地で深刻化している。ア
スパラガスを 10 年以上栽培している圃場が全栽
培面積の半分に達する産地もあり、それらの圃
場では改植後の生育不良の懸念から改植が進
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んでおらず、このことは、さらに株の老化を助長
するとともに、将来的には産地の衰退をまねくこ
とが想定される。したがって、アスパラガスを改
植した場合に発生する低収要因を解明し、その
連作障害を回避する技術の開発は急務となって
いる。 
 
２．研究の目的 
 本研究課題は、アスパラガス連作障害の主要
因と考えられているアレロパシー作用に注目し、
アスパラガスの持つアレロパシー活性に関する
諸要因を明らかにして、わが国の産地で直面し
ている連作障害の回避技術を確立するものであ
る。 
 
３．研究の方法 
（１）植物体の育成：アスパラガス品種‘ウェルカ
ム’の種子を70％エタノールで20秒間表面殺菌
し，滅菌蒸留水で数回すすぎ，Tween20 を数滴
含んだ次亜塩素酸ナトリウム水溶液（有効塩素
５％）で 10 分間滅菌した．その後，滅菌蒸留水
で 30 分間洗浄し，無菌ろ紙上で余分な水分を
除去後，催芽させた．催芽種子は，プラントボッ
クス（縦 60 ×横 60 ×高さ 100mm）に生育培地
（ＭＳ＋スクロース 88mM＋ゲルライト 0.2％）を
200ml 投入して固化させた培地に４粒ずつ置床
し，プラントボックス（３個連結）の無菌状態を保
ちながら 16時間日長・25℃の条件下で 90〜120
日間培養した． 
 
（２）植物体へのＬＥＤ照射：無菌的に育成した植
物体をクリーンベンチ内でプラントボックスのゲル
から取り出し，根部に付着したゲルを滅菌蒸留
水で洗浄し，無菌ろ紙上で余分な水分を除去後，
滅菌蒸留水が80ml入ったプラントボックス（２個連
結）に移植し，無菌状態を保ちながら16時間日
長・25℃の条件下で，25，50，75μmol•m-2•s-1の
白色光，青ＬＥＤまたは赤ＬＥＤを５日間照射した．
また、緑色光の補光は、青色光（445nm）と赤色
光（660nm）の割合を３：７とし，光強度を50μmol•
m-2•s-1に調整したところへ緑色光（520nm）を10 
もしくは30％与え，25℃・24 時間日長の条件下
で５日間照射した． 
 
（３）滲出液の生物検定：培養５日後，植物体の
シュートおよび根部は生重量を測定後，60℃で
72 時間，通風乾燥させ，乾物重を測定した．滲
出液はメンブレンフィルター（φ0.8μm）でろ過
し，ロータリーエバポレーター（40℃）で濃縮•乾
固 後 ， 蒸 留 水 で 再 溶 解 し た （ 乾 燥 根 重 
0.1g/ml）．生物検定は，ろ紙を１枚しいたφ
30mmシャーレに試料を 0.7ml添加し，催芽処理
を施したレタス‘グレートレークス 366’（タキイ）
を６粒播種し，25℃の暗条件下で３日間培養し
た．検定は１〜３反復行い，レタス幼根と胚軸の
長さを測定した． 
 

（４）滲出液の分画・分析：再溶解した浸出液は
ODS カラム（VARIAN）を用いて，０〜100％のメ
タノールシリーズを通して固相抽出法で分画し，
各画分について生物検定を行った．ODS カラム
で得られた各画分を凍結乾燥した試料に，ピリ
ジン，ヘキサメチルジシラジン，トリメチルクロロシ
ランを 1:2:1 の割合で添加し，TMS 化して，
GC-MS（GC-17A, 島津）で分析した．各ピーク
を定量後，アレロパシー活性を検定した．また，
キャピラリー電気泳動装置（AGILENT）を用いて
陰イオン，陽イオン及び有機酸について分析を
行った．ピークを定量した． 
 
（５）生育試験：ＫＣｌ，ＫＮＯ３，ＮａＣｌ及びＮａＮＯ

３を，それぞれ 30 もしくは 100mM添加した生育
培地（ＭＳ＋スクロース  88mM＋ゲルライト 
0.2％）をプラントボックス（縦 60 ×横 60 ×高さ
100mm）に 200ml注いで固化させ，上述した方法
で催芽した種子を４粒播種し，パラフィルムをま
いてプラントボックス（上方に３個連結）中の無菌
状態を保ちながら 16 時間日長・25℃の条件下
で 60日間培養した．培養後，茎数，地上部及び
地下部の生重量を測定し，60℃で 72 時間，通
風乾燥させ，乾物重量を測定した． 
 
４．研究成果 
（１）検定植物にレタス種子を供試して，無菌的
にアスパラガスの根部からアレロパシー物質を
滲出させて得られた試料の生物検定を行った結
果，レタス種子の生育は強く抑制された．また，
白色光に比べて，青または赤ＬＥＤを被検定植
物へ照射後に生物検定を行うことでレタスの生
育抑制が高められた．アスパラガスのカルスへ
青または赤ＬＥＤを照射して無菌的生物検定を
行った際も，レタスの生育に差異が認められて
いることから，植物体及び脱分化細胞へ照射す
る光質が，アレロパシー物質の生合成に何らか
の影響を及ぼしていることが示唆された． 
 
（２）アスパラガスの無菌実生に青色 LED を照射
して得られた浸出液を ODS カラムで分画した画
分を，検定植物にレタス種子を用いて生物検定
した結果，０％及び 20％ MeOH 画分に活性が
認められた．また，それぞれの画分をTMS化し，
GC-MS で分析した結果，得られたピークは糖類
であった．標準品を用いて各糖類を定量後，生
物検定を行い，検出された糖類には阻害活性
が認められないことを確認した．さらに，活性画
分（０％ MeOH 画分）中の物質をキャピラリー電
気泳動によって分析したところ，多量の塩類が
存在することが明らかとなった．これら塩類を定
量し，生物検定を行った結果，無菌系における
アスパラガスのアレロパシー活性には塩類が大
きく寄与していることが分かった。 
 
（３）アスパラガスの根系から放出された浸出液
を分析した結果，多量の塩類が含まれ，それら



 

 

がレタスの幼根伸長の阻害に大きく寄与してい
たことから，アレロパシー活性を示した種々塩類
がアスパラガスの生育に対する影響を明らかに
するために，検定植物にアスパラガスの種子を
用いて生物検定を行った．その結果，ＫＣｌ，ＫＮ
Ｏ３，ＮａＣｌもしくはＮａＮＯ３濃度が 70mMを超え
るとアスパラガスのシュートの生育は抑制され，
各塩濃度が 200mMに達すると著しく抑制された．
また，幼根の生育も各塩濃度が高くなることで抑
制された．幼根生育の抑制は，塩化物イオンを
含んでいるＫＣｌ及びＮａＣｌよりも，硝酸イオンを
含んでいるＫＮＯ３及びＮａＮＯ３の方が著しかっ
た．本研究で用いている浸出液は，根系をイオ
ン交換した滅菌蒸留水で数日間培養することで
得ているが，短期に高濃度の塩が根系から放出
されていることから，ハウス内や圃場では塩類集
積が速やかに進行し，アスパラガスの生育を抑
制することが考えられた． 
 
（４）アスパラガスの無菌実生に青色 LED を５日
間照射することで得た浸出液を分画し，各画分
の生物検定を行った結果，０％MeOH 画分がレ
タスの幼根伸長を最も強く抑制した．この全阻害
活性のうち約 60〜70％が塩類によるものである
ことを明らかにしたので，残りの阻害活性に関与
する物質をさらに解析するために浸出液の各画
分を TMS 化して，GC−MS で分析を行った結果，
グルコース，フルクトースおよび myo-イノシトー
ルが検出された．市販の標準品を TMS 化して，
浸出液のピークと比較定量したところ，浸出液に
はグルコース，フルクトースおよび myo-イノシ
トールがそれぞれ 0.15，2.64 および 0.49 mM 含
有されていた．これら糖質の阻害活性を明らか
にするために生物検定を行ったが，GC−MS 分
析の結果に基づいて添加した濃度では，レタス
の生育阻害は認められなかった．そこで，全阻
害活性に対する約 30〜40％の阻害活性には，
糖質以外の要因があることが考えられた． 
 
（５）アスパラガスのアレロパシー物質として初め
て同定されたアスパラガス酸は，他種植物の生
育を著しく阻害することが知られているが，これ
が連作障害の発生要因であることを実証した例
はみられない．そこで、アスパラガス酸が他種植
物の発芽と生育に与える影響を調査してアレロ
パシー活性を有することを確認し，さらに，アス
パラガスの種子に対してどのような影響を及ぼ
すのかについて検討を行った。その結果、レタス
の幼根伸長はアスパラガス酸の濃度が高まるに
つれて抑制され，10-5Ｍを超えるとその抑制率
は著しく阻害された．一方，アスパラガスの幼根
伸長は，アスパラガス酸の濃度に関わらず抑制
の程度は小さかった．アスパラガス酸は単独で
アスパラガスの生育を強く抑制しなかったが，こ
れまでの研究において，アスパラガスの無菌実
生の根系から得られた無菌浸出液には，多量の
塩類が含まれていることを明らかにしていること

から，塩類存在下でのアスパラガス酸の動態を
把握しながらアレロパシー（自家中毒）活性を調
査するとともに，他の有機酸との関連性につい
ても検討する必要があると思われた． 
 
（６）レタスの幼根伸長抑制率は，青色および赤
色光の組み合わせに緑色光を補光することに
よって低下した．とくに，緑色光の補光量が高ま
るにしたがって，その抑制率は低減し，アレロパ
シー活性が低下していると考えられた．青色お
よび赤色光に緑色光を 30％補光すると，白色光
を照射した場合の幼根伸長抑制と同等の傾向
を示した．これは，緑色の補光量が高まるにつ
れて，白色に近づいたためであることが推察さ
れた．他の植物では，緑色光を照射することで
内生成分含量の増加が認められていることから，
アスパラガスにおいてもアレロパシー物質の放
出量が増加することが期待されたが，アレロパ
シー活性の増強は認められなかった．これまで
の知見から，高活性の無菌浸出液を得るために
必要となる光の種類と組成，そして強度を明らか
にしたことから，今後は本研究で得られた無菌
浸出液と連作障害圃場の土壌についてメタボ
ローム解析を行う予定である． 
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