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研究成果の概要（和文）：本研究では、イネのケモダイバーシティーとその分子基盤を解明し、生態学的意義に
ついて考察した。具体的な成果は以下の通りである。1)ジテルペノイド型ファイトアレキシンの組成に大きな種
内多様性があることを見出した。2) 特定の品種が、芳香族ジテルペノイド、アビエトリジン類をファイトアレ
キシンとして蓄積することを発見した。3) 品種特異的ファイトアレキシン、オリザラクトンの生合成酵素遺伝
子を同定し、その誕生と進化を解明した。4) インディカ亜種特異的フラボノイドを見いだした。5) 代謝プロフ
ァイリングに基づき、非線形次元削減法を適用することで、イネの集団構造を解析することに成功した。

研究成果の概要（英文）：We investigated the chemodiversity in rice and attempted to clarify its 
molecular basis. Additionally, we discussed the ecological significance of the chemodiversity from 
an evolutionary perspective. Our new findings were as follows: 1) There is a large diversity in the 
composition of diterpenoid phytoalexins in both cultivated and wild rice. 2) Aromatic diterpenoid 
phytoalexins, abietoryzines, accumulate in the specific, but many rice cultivars. 3) We identified 
the biosynthetic gene for the cultivar-specific phytoalexin oryzalactone and clarified its creation 
and inheritance during the evolution of the Oryza genus. 4) We found a flavonoid glycoside 
specifically accumulated in the Indica subspecies. 5) Using metabolic profiling approach and a 
non-linear dimensionality reduction method, we analyzed the population structure of rice cultivars. 
These results provide an overall picture of rice chemodiversity.

研究分野： 天然物化学

キーワード： イネ　二次代謝　ケモダイバーシティー　ナチュラルバリエーション　ファイトアレキシン　ジテルペ
ノイド　フラボノイド　アビエトリジン

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の知見は、ストレスに強い作物の育種や栽培体系の創出に利用できる。本研究では、新規ファイトアレキ
シンを多数発見した。これらを利用して特定の病原菌に強い系統を育種することが可能となった。また、異なる
ファイトアレキシンを蓄積する系統を一つの品種の中に混在させて栽培する、いわゆるマルチラインによる栽培
を行うことも想定できる。
さらに、本研究では、新規二次代謝経路の誕生と変遷を明らかにしており、学術的にも大きな意義を有する。オ
リザラクトン合成酵素遺伝子KSLXは、２つの遺伝子の融合によって誕生し、さらに、平衡選択によって維持され
てきたものと推定することができた。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
一つの作物は祖先野生種から一度の（あるいはごく少数回の）栽培化によって作出された。し

たがって、作物の創出に利用されたのは祖先野生種のごく一部の集団であり、野生種が持ってい
た多くの遺伝的変異がふるい落とされてしまったと考えられる。また栽培化が行われた後、現在
に至るまで選抜が繰り返されてきた。特に、近代以降は多収・食味といった形質が優先されたた
め、在来品種が持っていた地域に適合した独自の形質が失われ、現在ではよく似た品種群が大規
模に栽培されるに至っている。その結果、病害虫の発生という新たな脆弱性を抱えることになっ
てしまった。このような状況を打開するためには、作物の多様性を回復させることが必要となる。 
植物は、病原菌の感染や昆虫の食害を回避するために様々な二次代謝産物を利用している。二次
代謝産物の中で病原菌感染によって誘導される抗菌性物質は、ファイトアレキシンと呼ばれる。
私たちは、イネのファイトアレキシンを在来品種や近縁野生種を含む多くの系統で分析した。そ
の結果、イネの代表的なファイトアレキシンであるサクラネチンやオリザレキシン A を蓄積し
ない品種が多数存在することを見出した。イネにはファイトアレキシンの蓄積に関する複数の
ケモタイプが存在していたのである。さらに、ごく最近、これまで知られていないファイトアレ
キシンを蓄積する在来品種が存在することを発見した。イネの在来品種や近縁野生種は、現代の
品種が失った二次代謝の大きな変異を残している可能性が浮かび上がってきたのである。しか
し、どれほどの多様性があるのか、これまでのところわかっていなかった。 
 
２．研究の目的 
このような背景のもと、本研究では、イネという種が有しているケモダイバーシティーの把握

を目的とした。特に病害抵抗性に関連する抗菌性二次代謝産物、ファイトアレキシンや、昆虫に
よる食害抵抗性に関連するフラボノイドを対象にイネの幅広い品種で分析を行った。さらに、こ
れらの化合物に多様性が見出されたため、遺伝学的手法を駆使して多様性をもたらす分子基盤
の解明を目指した。このために、多様性を示す化合物の生合成酵素遺伝子を発現させた遺伝子組
換え植物の作成もおこなった。くわえて、近縁野生種でもこの遺伝子の存在を調べ、進化の観点
から、ケモダイバーシティーが有する生態学的意義について考察することも目的として研究を
おこなった。 
 
３．研究の方法 
(1)分析機器 
LC-MS 分析は、ACQUITY UPLC （Waters、ミルフォード、マサチューセッツ州、アメリカ）に接

続した Quatro Micro API （Waters）を用いて行った。HPLC 分析には、Shimadzu LC-10AT シス
テム（島津製作所、京都）を使用した。NMR スペクトルは、Bruker Avance Ⅱ 600（Bruker、マ
サチューセッツ州、アメリカ）もしくは JNM-ECZ600 (JEOL, Tokyo, Japan)を用いて測定した。
高分解能マススペクトルは、Exactive mass spectrometer （Thermo Fisher Scientific、ウォ
ルサム、マサチューセッツ州、アメリカ）を用いて測定した。 
 
(2)生物材料 
農林水産省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（69 品種）を用いた。

また、アフリカイネ Oryza glaberrima の種子も農業生物資源ジーンバンクから入手した。野生
イネ（Oryza rufipogon, Oryza barthii, Oryza glumaepatula, Oryza meridionalis, Oryza 
punctata, および Oryza brachyantha）の種子は国立遺伝学研究所から分譲を受けた。さらに、
染色体断片置換系統（CSSLs）、組換自殖系統（RILs）なども入手し、実験に使用した。 
イネごま葉枯病菌（Bipolaris oryzae、MAFF 305067）、イネ白葉枯病菌（Xanthomonas oryzae 

pv. oryzae、MAFF 210548）、イネ籾葉枯れ病菌（Burkholderia glumae、MAFF 106501）は、農業
生物資源ジーンバンクから分譲を受けた。イネいもち病菌（Pyricularia oryzae、レース 007, 
長 69-150）は、島根大学・植物病理学研究室から分譲を受けた。 
 
(3)病原菌の接種と誘導性化合物の分析 
 イネごま葉枯れ病菌は、V8 培地で、25℃、14 日間ブラックライト（FL15BLB、日立製作所）か
ら紫外線を照射し、胞子を形成させた。胞子濃度が 5×105個/mL になるように胞子懸濁液を調製
し、5 µL ずつ 1 cm 間隔でイネの第 3葉に滴下接種した。その後、ビニール袋で包み高湿条件と
し 24 時間インキュベートした後、生育時と同条件で 48 時間インキュベートした。 
 イネごま葉枯れ病菌を接種し、72 時間後にイネの葉を長さ 1 cm に切断した。これを 10 倍量
の 80%メタノールに 48 時間浸漬した後、葉を取り除いた。抽出液を LC-MS で分析した。 
 
 
４．研究成果 
(1) 栽培化イネと野生イネにおけるジテルペノイド型ファイトアレキシンの種内多様性の解明 



多様なイネの系統を含む世界のイネ・コアコレクション (WRC)を用いて、紫外線照射葉におけ
る、主要なファイトアレキシン、モミラ
クトン A と B、およびファイトカサン A
と D の蓄積量を分析した。これらのファ
イトアレキシンはほとんどの品種から検
出されたが、その蓄積量は品種によって
大きく異なっていた。モミラクトン A お
よび B の蓄積量は、インディカ品種より
もジャポニカ品種の方が多い傾向にあっ
た（図１）。しかし、ファイトカサンの蓄
積量は亜種の違いとは無関係であった。
また、7 種の野生 Oryza 属植物では、フ
ィトアレキシンの組成は大きく異なって
いた。 
これらの分析の過程で'Jaguary'と

'Basilanon'から 2 つの未知の化合物が
検出されたため、これらの化合物を紫外
線照射した葉から単離し、構造を解析した。品
種 Jaguary から単離された化合物は、モミラク
トン Aの異性体でアビエタン骨格を持つ化合物
であった。新規化合物だったため、オリザラク
トンと名付けた（図２）。一方、品種 Basilanon
から単離された化合物はファイトカサン Aに水
素が付加したものであったため、フィトカッサ
ン G と命名した。これらの結果から、イネのフ
ィトアレキシン組成には大きな種内変異が存
在することが明らかになった。 
 
(2) イネの特定の系統は芳香族ジテルペノイド、ファイトアレキシンを蓄積する 
様々な品種においてジテルペノイド系

ファイトアレキシンを調べたところ、品種
'Jinguoyin'は検出可能な濃度で既知のジ
テルペノイド系ファイトアレキシンを蓄
積していないことが明らかになった。そこ
で 本 研 究 で は 、 イ ネ ご ま 葉 枯 病 菌
Bipolaris oryzae を接種した'Jinguoyin'
の葉から新しいタイプのフィトアレキシ
ンの発見を試みた。その結果、'Jinguoyin'
の葉には、ジャポニカおよびインディカの
代表品種である'日本晴'および'カサラス
'の葉に蓄積しない、5 種類の化合物が蓄積
することが見いだされた（図３）。その後、
紫外線を照射した葉からこれらの化合物
を単離し、分光分析と結晶スポンジ法によりその構造を決定した。化合物はすべてベンゼン環を
持つジテルペノイドであり、病原菌に感染したイネの葉から初めて検出されたものであった。こ
れらの化合物はイネごま葉枯病菌およびイネいもち病菌に対して抗菌活性を示したことから、
イネにおけるファイトアレキシンとして機能すると考え、abietoryzins A-E と命名した。アビ
エトリジン類は、紫外線照射後に既知のジテルペノイド系ファイトアレキシンをあまり蓄積し
ない品種に、高濃度に蓄積する傾向があった。世界のイネ・コアコレクションの全 69 品種のう

図１ 世界のイネ・コアコレクションにおけるモミラクト 
ン A（A）および B（B）の蓄積 

図２ オリザラクトンとファイトカサン Gの 
化学構造 

図３ 新規ファイトアレキシン、アビエトリジン類の化
学構造 

図４ 世界のイネ・コアコレクションに含まれる品種におけるファイトアレキシンの蓄積量の違い 
 
 



ち、30 品種が少なくとも 1 種類のアビエトリジンを蓄積し、そのうち 15 品種では、いずれかの
アビエトリジンが検出されたファイトアレキシンの中で最も多く蓄積していた（図４）。したが
って、アビエトリジンはこれまで見過ごされてきたものの、イネの主要なファイトアレキシンで
あることが明らかになった。 
 
 
(3)オリザラクトン生合成遺伝子の同定とその進化の解明 
これまでの研究から、主要なイネのフィトアレキシン（モミラクトンとファイトカサン）は、

ほとんどの栽培品種に蓄積するが、オリザラクトンは特定の栽培品種にのみ蓄積するファイト
アレキシンであることが明らかになった。オリザラクトンを蓄積する品種は世界のイネ・コアコ
レクション 69 系統のなかでわずか 3 系統であった
ことから、イネの進化の過程でごく最近獲得された
のではないかと推定された。そこで、オリザラクト
ンの生合成遺伝子を解析することにより、ファイト
アレキシンの多様化の進化的軌跡を明らかにするこ
とができると考えた。オリザラクトンを蓄積する品
種に特異的に存在する一塩基多型を調べたところ、
色体 11 の長腕に集中して存在することがわかった。
このゲノム領域に存在する遺伝子を調べると、オリ
ザラクトン蓄積品種には、他の品種と異なり、ジテ
ルペンの生合成に関与すると推定される KSLX-OL が
存在することが見出された（図５）。さらに、KSLX-
OL を過剰発現させた Nicotiana benthamiana とイネ
の代謝物分析から、KSLX-OL がオリザラ
クトンの生合成に関与していることが
明らかになった（図６）。オリザラクト
ンを蓄積しない品種では、ゲノム上の
対応する領域に、別のジテルペノイド
系ファイトアレキシン、オリザレキシ
ンSの生合成に関与するKSL8が存在し
た。さらに、広く野生イネにおいて、
KSLX、KSL8、および関連偽遺伝子（KSL9）
について調べた。その結果、KSLX には
さらに、KSLX-NOL と KSLX-bar のサブタ
イプが存在し、AA ゲノム種に広く分布
していることが見出された。KSLX-NOL
とKSLX-barを有する系統からはオリザ
ラクトンは検出されなかったことか
ら、これらの遺伝子は別のジテルペノ
イド系ファイトアレキシンの生合成に
関与していることが推定された。また、KSLX、
KSL8、および KSL9 の系統解析から、KSLX-OL
は KSL8 および KSL9 と共通の祖先から遺伝子
重複、機能分化、遺伝子融合を経て生成された
ことが示された（図７）。KSLX-OL と KSL8 が AA
ゲノムの生物種に広く分布していることは、
両遺伝子が種分化を越えて長期的に共存して
いることを示しており、両遺伝子が平衡選択
により保持されてきたことが示唆された。 
 
 
(4) イネが蓄積するフラボノイドに関するナチュラルバリエーション 
イネの品種日本晴（ジャポニカ亜種）とカサラス（インディカ亜種）において、蓄積するファ

イトアレキシンを比較すると、カサラスはそのほとんどを蓄積しなかった。このことからカサラ
スは、ファイトアレキシンによらない別の方法で身を守っていると考えられた。先行研究から、
日本晴に存在せず、カサラース特異的に蓄積する抗菌性物質（ファイトアンティシピン）の存在
が明らかにされた。さらにこの物質を単離すると thevetiaflavone-8-C-glucoside（TFG）であ
った。そこで、TFG の蓄積量に品種間差（ナチュラルバリエーション）をもたらす要因を明らか

図５） オリザラクトン蓄積系統（TG81）と
非蓄積系統（Nipponbare）における KSL-8, 
KSL-9, および KSLX-OL 周辺のゲノム配列の
比較 

図６ オリザラクトンの生合成経路（A）と KSLX-OL を過剰
発現させたイネにおけるオリザラクトンの蓄積 

図７ イネの進化過程における KSLX 遺伝子の出現
と多様化 



にすることを目的として
実験をおこなった。世界
のイネ・コアコレクショ
ンを用いて TFG の蓄積量
を調べると、インディカ
亜種の多くの品種が TFG
を高濃度に蓄積していた
のに対して、ジャポニカ
亜種の品種はあまり蓄積
していなかった（図８）。
したがって、TFG はイン
ディカ亜種に特徴的なファイトアンティシピンであると考えられた。TFG の蓄積をもたらす染色
体領域を特定にするため、CSSLs ならびに BILs を使用したマッピングを行った。その結果、第
4 染色体に TFG の蓄積量に関する QTL が検出された（図９）。この領域には TFG の生合成に関わ
る可能性がる遺伝子が 11 個座乗していた。その中で、メチルトランスフェラーゼをコードする
MT1 のカサラスでの発現量は、日本晴の 48 倍であった。他の遺伝子は、カサラスと日本晴の間
で発現量にほとんど差がない、もしくは、いずれの品種でも発現量が小さかった。この結果から、
MT1 がコードするメチルトランスフェラーゼが TFG の発現に違いもたらす要因として推定され
た。 

 
(5) イネにおける代謝物プロファイリングによる集団構造解析 
 イネ (Oryza sativa)は世界で広く栽培されており、その形質は多様性に富む。塩基多型情報
に基づいて、イネは Japonica、Indica および Aus のサブグループに分類可能である。近年、高
次元データの構造を良く保存できる次元削減法や、精度の高い予測モデルを構築できる分類器
の開発が進展しており、これらを用いることで代謝物に基づいて系統間の複雑な関係性を捉え
られる可能性がある。本研究では、このような方法を用いてイネをサブグループに分けることが
できるか検証し、サブグループ間の差を生みだす化合物を推定することを目的とした。世界のイ
ネ・コアコレクションに含まれる 69 系統の品種を生育し、播種後 2 週間の実生を 80%メタノー
ルで抽出し、LC-QTOF-MS による分析を行なった。その結果、7374 のイオンを検出することがで
きた。こらのイオンについて統計解析を行なった。主成分分析では、葉の代謝物に基づいてイネ
のサブグループを明確に区分で
きなかった。一方、t-SNE および
DensMAP では、明確に区分され、
また、これらのクラスターは、塩
基多型情報に基づくサブグルー
プの分類と概ね一致していた（図
10）。化合物に基づくサブグルー
プの分類予測モデルの構築によ
り、サブグループ間の差を生む
200 のイオンが抽出された。この
結果から、サブグループ間におい
て代謝物組成が大きく異なって
いると考えることができた。 図 10 代謝物プロファイルに基づいたイネの集団構造解析 

図８ 世界のイネ・コアコレクションに含まれる品種における
thevetiaflavone-8-C-glucoside の蓄積量 

図９ 染色体断片置換系統をもちいた TFG 蓄積に関わる遺伝子の座乗領域の特定 
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