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研究成果の概要（和文）：　イネは全生活環を通して，モミラクトンAとBを１日あたりそれぞれ最大約4μgと4μg水田
土壌に放出した。それらの放出量は，水田の雑草イヌビエの成長を抑制するのに十分な量であった。
　モミラクトンの成長抑制の作用点は，ジベレリンの生合成，感受，シグナル伝達系に関与していなかった。しかし，
シロイヌナズナのSALK T-DNA Insertion lineでモミラクトンに高感受性と非感受性の変異体が存在していた。また，
モミラクトンは，シロイヌナズナの解糖系や活性酸素除去に関与するタンパク質の発現に影響を与えることで，成長抑
制を引き起こし，アレロパシー作用を発現している可能性があることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Large field screening programs and laboratory experiments in many countries have i
ndicated that rice is allelopathic and releases allelochemical(s) into its environment.  A number of compo
unds have been identified as potential rice allelochemicals.  However, we found that the labdane-related d
iterpenoid momilactone A and B are probably the most important rice allelochemicals. Rice plants secreted 
momilactone A and B from their roots into the neighboring environments over their entire life cycle at phy
totoxic levels, and momilactone B seems to account for the majority of the observed rice allelopathy. In a
ddition, genetic studies have shown that momitlactones do not affect the expression of gibberellin related
 gens. However, there were some momilactone insensitive and hyper-sensitive mutants in SALK T-DNA Insertio
n line of Arabidopsis. In addition, momitactone A and B affected the protein expressions in Arabidopsis re
lated to glycolysis and removal of reactive oxygen species.
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１．研究開始当初の背景 
 
近年，化学農薬の使用に頼らない環境配慮

型のイネ栽培技術の開発が環境問題や食の
安全の観点から強く求められている。その一
つの解決方法として，雑草の発芽や成長を抑
制できるアレロパシー作用の強いイネを選
抜し，この形質を品種改良等に応用すること
で農薬の使用が削減できると考えられた。そ
のために，米国や日本，国際稲研究所を中心
に，アレロパシー活性の強いイネを選抜する
ための大規模な研究が活発に行われ，多くの
イネ品種が雑草の成長を抑制することが明
らかになった。これらの発見は，イネはアレ
ロパシー作用を持ち，アレロパシー物質を生
産し環境に放出していることを示唆してい
る。同時に，アレロパシー作用の強いイネの
開発が可能になり，環境配慮型のイネ栽培の
実現が可能になる事を示唆している。 
そこで，イネのアレロパシーを解明するこ

とが重要であると考えられ，イネのアレロパ
シー物質に関する多くの研究が世界中で行
われた。その結果，フェノール類を含む多く
の化学物質が，イネのアレロパシー候補物質
として同定された。しかしこれらの発見の後
直ちに，フェノール類やこれらの物質の殆ど
はイネのアレロパシー物質として機能して
いないことが明らかになった。  
申請者は，アレロパシー活性の強い日本産

イネ（コシヒカリ）を無菌的に大量に水耕栽
培し，この水耕栽培液より，成長抑制活性の
非常に強い物質の単離に成功した。機器分析
の結果，この物質の本体はモミラクトンであ
った。また，イネは，その全生育期間を通し
てモミラクトンを環境に放出していること
が，実験室での研究から明らかになった。 
 
２．研究の目的 
 
イネは世界の最も主要な農作物であり生

産性も高く，今後の世界の食料供給において
最も重要な作物である。イネのアレロパシー
の研究は，安全で安心な環境配慮型のイネ栽
培技術の開発に貢献する。イネからイネ根圏
に放出されるアレロパシー物質モミラクト
ンは, 数μモルの濃度でヒエ（世界のイネ栽
培で最も問題な水田雑草）やシロイヌナズナ
(モデル植物)の成長を抑制する。一方で，モ
ミラクトンはイネの成長は殆ど抑制しない。
これらのことから，モミラクトンは，イネの
アレロパシー物質として最も重要だと考え
られている。しかし，モミラクトンの水田生
態系における役割や雑草等に対する成長抑
制の作用機構については全く明らかになっ
ていていない。 
環境配慮型のイネ栽培を実現するために

は，イネのアレロパシーを解明する必要があ

るが，そのためには，モミラクトンの水田生
態系における役割を明らかにするとともに，
モミラクトンの雑草に対する成長抑制の作
用機構を明らかにすることが非常に重要で
ある。本研究の目的は，モミラクトンの水田
生態系における役割を明らかにするととも
に，モミラクトンの雑草抑制の作用機構をシ
ロイヌナズナを使って，遺伝子やタンパク質
レベルで明らかにすることである。これらの
研究をとおして，イネのアレロパシーの全容
を解明する。 
 
３．研究の方法 
 
本研究では，安全で安心な環境配慮型のイ
ネ栽培技術の開発に貢献するために，イネの
アレロパシーの全容を解明する。そのために
(1)モミラクトンの水田生態系における役割
と，(2)モミラクトンによる雑草の成長抑制
機構を明らかにする。 
(1)のために，イネの全生育期間をとおし

て，モミラクトンの生産量とイネ根圏への放
出量を明らかにする。また，主要な水田雑草
のイヌビエに対するモミラクトンの成長抑
制活性を明らかにする。 
(2)のために，モミラクトンの成長抑制の

作用点を，シロイヌナズナのジベレリン変異
体等を使って明らかにする。さらに，ジベレ
リンにより誘導される遺伝子発現に与える
モミラクトンの影響をリアルタイムＰＣＲ
で明らかにする。また同時に，モミラクトン
で誘導されるタンパク質を二次元電気泳動
とトフマスで明らかにする。 
 
４．研究成果 
 
(1)モミラクトンの水田生態系における役割 
最初に，イネ根圏土壌におけるモミラクト

ンＡとモミラクトンＢの濃度測定方法を検
討した。イネ水田から土壌を採取し，
Kobayashi (2004)の方法を参考にし，遠心分
離法により土壌水を分離した。分離した土壌
水中のモミラクトンＡとＢの濃度測定方法
は，Kato-Noguchi ら(2002; 2009) の HPLC
法を参考にして確立した。 
本研究方法で，イネ根圏土壌におけるモミ

ラクトンＡとモミラクトンＢの濃度測定を
３年間継続して行った。その結果，イネは，
モミラクトンＡを１日あたり最大約４ µg，
モミラクトンＢを約6 µg, 水田土壌に連続的
に放出していることが明らかになった。また，
イネ生体内では モミラクトンＡの濃度がＢ
より高いが，放出量ではモミラクトンＢがモ
ミラクトンＡより多かった。このことは，イ
ネはモミラクトンを選択的に放出している
ことを示唆している。 
モミラクトンＡとＢの放出量は，イネの最

大の雑草であるイヌビエの成長を抑制する



のに十分な量であった。これらの研究結果か
ら，モミラクトンはイネのアレロパシーの約
８割を説明できることが明らかになった。本
研究からも，モミラクトンはイネの主要なア
レロパシー物質として機能していることが
明らかになった。 
 
(2)モミラクトンによる雑草の成長抑制機構 
 
① ジベレリン変異体に対するモミラクトン

の影響 
モミラクトンをシロイヌナズナのジベレ

リン変異体に与えその影響を検討した。ジベ
レリンの生合成，ジベレリンの感受，ジベレ
リンの初期のシグナル伝達系に関する変異
体を用いた。これらの変異体に対するモミラ
クトンの効果を検討したが，モミラクトンの
成長抑制を説明できる明確な実験結果が得
られなかった。さらに，ジベレリンの生合成，
ジベレリンの感受，ジベレリンの初期シグナ
ル伝達系に関する遺伝子の発現をリアルタ
イムＰＣＲで検討したが，モミラクトンの作
用機構を明確に説明できる遺伝子は明らか
にできなかった。これらの結果から，モミラ
クトンの成長抑制の作用点は，ジベレリンの
生合成経路，ジベレリンの感受，ジベレリン
の初期のシグナル伝達系以外であることが
明らかになった。 
 
② シロイヌナズナのＳＡＬＫラインに対す

るモミラクトンの影響 
シロイヌナズナの SALK T-DNA Insertion 

line 14,585 種のシロイヌナズナ変異体を用
いてモミラクトンに感受性と非感受性の変
異体を検索することで，モミラクトンの作用
機構を検討した。その結果，モミラクトン高
感受性のイヌナズナと低感受性のシロイヌ
ナズナがあることがわかった。これらは，モ
ミラクトンの作用機構を明らかにするため
に重要である。今後，これらのシロイヌナズ
ナ変異体を解析することでモミラクトンの
成長抑制の作用点が明らかになると考えら
れる。 
 

(2）モミラクトンにより誘導されるシロイヌ
ナズナのタンパク質 

シロイヌナズナの野生株種子に，発芽を十
分に抑制する濃度である 100 μMのモミラク
トン Bを投与し(図１)，暗所で，60 分, 90
分と 180 分培養した。コントロールのシロイ
ヌナズナはモミラクトン Bを加えず，同じ条
件で培養した。培養後，それぞれのシロイヌ
ナズナをホモジナイズして得られた粗タン
パク質抽出物を二次元電気泳動に供し銀染
色を行った。染色後のゲルを解析ソフトウェ
ア ImageJ により比較した。 

図１：モミラクトン Aと Bがシロイヌナズナ
の発芽に与える影響 
 

 
図２：モミラクトンがシロイヌナズナのタン
パク質発現に与える影響。モミラクトンを投
与し 90 分培養した。青色，モミラクトン B
投与区で発現が減少したタンパク質，青色，
発現が増加したタンパク質 
 
 
次に、モミラクトン B投与区とコントロー

ルにおいて Integrated Density の値が 3倍
以上の発現量が認められたタンパク質のス
ポットを切り抜き，トリプシンでタンパク質
を分解した後、MALDI TOF-MS とタンパク質同
定システム(mascot)を用いてタンパク質の
同定を行った。 
培養 60 分において，モミラクトン B投与

区で発現が減少したタンパク質は，
subtilisin-like protease(ペプチド結合を
加水分解する酵素)，amyrin synthase 
LUP2(トリテルペン合成に関わる酵素)，
beta-glucosidase(βグリコシド結合の加水
分解に関わる酵素)，malate synthase(グリ
オキシル酸回路に関わる酵素)であった。  
培養 60 分において，モミラクトン B投与

区で発現が増加したタンパク質は
cruciferin 2(種子貯蔵タンパク質)，
translationally-controlled tumor 
protein-like protein(ストレス反応に関わ
る酵素)，glutathione S-transferase 
GST6(活性酸素除去に関わる酵素)，1-cys 



peroxiredoxin 1(抗酸化酵素)であった。 
培養 90 分において(図２），モミラクトン B

投与区で発現が減少したタンパク質は， 
heat shock protein 70(細胞質からミトコン
ドリアへの輸送に関わるタンパク質)，beta 
glucosidase 19(βグリコシド結合の加水分
解に関わる酵素)，triosephosphate 
isomerase(解糖系の酵素)であった。 
培養 90 分において，モミラクトン B投与

区で発現が増加したタンパク質は
mitochondrial outer membrane protein 
porin 1(ミトコンドリアの膜輸送に関わる酵
素)、malate dehydrogenase oxaloacetate 
decarboxylating NADP+ (リンゴ酸をピルビ
ン酸に変換する酵素)， glyceraldehyde 
3-phosphate dehydrogenase(解糖系の酵素)，
ydroxysteroid dehydrogenase 1(脱水素反応
を触媒する酵素)であった。 
培養 180 分において，モミラクトン B投与

区で発現が減少したタンパク質は，
ketoacyl-acyl carrier protein synthase 
I(脂肪酸の合成に関わる酵素)，
3-oxoacyl-acyl-carrier-protein synthase 
I(脂肪酸の合成に関わる酵素)，
ructose-bisphosphate aldolase I(解糖系の
酵素)、triosephosphate isomerase(解糖系
の酵素)であった。 
培養 180 分において，モミラクトン B投与

区で発現が増加したタンパク質は
glutathione S-transferase 1(活性酸素除去
に関わる酵素)，2s storage protein CRB(種
子貯蔵タンパク質)，ruciferin 2(種子貯蔵
タンパク質)、nucleoside diphosphate 
kinase(リン酸基の転移に関わる酵素)であ
った。 
以上の結果から，モミラクトン Bはシロイ

ヌナズナの解糖系や活性酸素除去に関与す
るタンパク質の発現に影響を与えることで，
成長抑制を引き起こし，アレロパシー作用を
発現している可能性がある。 
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